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1. ABSTRAKT

Krytenky i houby jsou béZznymi obyvateli opadu jehli¢nani. Jejich interakce v tomto prostiedi
byly studovany jen ziidka, ackoliv tyto organismy dosahuji vysoké biologické rozmanitosti a mohou
hrat vyznamnou roli v kolobéhu Zivin v tomto prostfedi. Ve své praci jsem ke studiu interakci hub
a krytenek pouzila kultivaci jehlic z opadu ve vlhkych komurkach. Pro lepSi charakterizaci
spolecenstva krytenek piimo na jehlicich jsem pouZzila environmentalni skenovaci elektronovy
mikroskop. Pro studium podstaty interakci jsem dale uskute¢nila dva experimenty modifikujici
biotické podminky v mikrokosmu.

T#i druhy krytenek z jehlic z opadu byly schopny kolonizovat filtraéni papir na dné vlhkych
komirek. Vyskyt druhti Phryganella acropodia a Assulina muscorum na filtraénim papife byl
signifikantné podpofen piitomnosti mycelia. Ve vlhkych komurkach byl druh Assulina muscorum
asociovan se sporami hub a druh Arcella discoides byl atrahovan sporulujicimi koloniemi rodu
Cladosporium. Oproti tomu nebyla pozorovana asociace putativné mykofagniho druhu Phryganella
acropodia se sporami hub. V dalSim experimentu byla krytenka Arcella discoides atrahovana jak
Zivym, tak mrtvym myceliem. Pfitazlivost Zivého mycelia pfitom byla prikazné vysSi a atraktivita
mycelia tfi druhti hub se prikazné liSila. Na druhou stranu na jehlicich nebyl nalezen vliv mycelia na
strukturu spoleéenstva krytenek ani na jejich rozmisténi. Uvedené experimenty mé vedly
k nasledujicim zavérim: I) Krytenky se v opadu jehlinani Zivi sporami hub a mikroorganismy
asociovanymi s myceliem saprotrofnich hub. Il) Kolonizace substratu myceliem saprotrofnich hub
podporuje distribuci  krytenek. [I1l) Atrakce krytenek k myceliu muZze byt zprostfedkovana

mycelidlnimi exsudaty.

Klicova slova: krytenky, saprotrofni houby, opad jehli¢nant, vlhké komtrky, environmentalni
skenovaci elektronova mikroskopie, Arcella discoides, Phryganella acropodia, Assulina muscorum,

trofické interakce, mykofagie, mycelialni exsudaty.



2. ABSTRACT

Both testate amoebae and fungi are common inhabitants of coniferous litter. Their interactions
in this environment were rarely studied, although they reach high biodiversity and can play
a significant role in nutrient cycling in this environment. In this study, a cultivation of litter needles in
the damp chambers was used to investigate interactions between fungi and testate amoebae.
Observation of spruce litter needles in environmental scanning electron microscope was used to better
characterize testate amoebae communities directly on the needles. Additionally, two experiments
changing the biotic conditions in the microcosm were used to follow a principle of the interactions.

Three species of testate amoebae from litter needles were able to colonize the filter paper on
the bottom of the damp chambers. Occurrence of Phryganella acropodia and Assulina muscorum on
the filter paper was significantly fuelled by the presence of mycelium. Assulina muscorum was
associated with the fungal spores and Arcella discoides was attracted by sporulating colonies of
Cladosporium spp. in the damp chambers. By contrast, no association of putatively mycophagous
Phryganella acropodia with fungal spores was observed. Arcella discoides was attracted both by live
and death mycelium in additional experiment. Interestingly, the attractive force of living mycelium
was significantly higher and the appeal of mycelium of three species of fungi was significantly
distinct. On the other hand, no influence of mycelium on structure of testate amoebae community and
their space distribution was found on the needles. Aforesaid experiments led me to following
conclusions: 1) Testate amoebae in coniferous litter feed on fungal spores and microorganisms
associated with mycelium of saprotrophic fungi. 1) The colonization of substrate by mycelium of
saprotrophic fungi facilitates the distribution of testate amoebae. 111) Attraction of testate amoebae to
the mycelium may be driven by production of mycelial exudates.

Keywords: testate amoebae, saprotrophic fungi, coniferous litter needles, damp chambers,
environmental scanning electron microscopy, Arcella discoides, Phryganella acropodia, Assulina

muscorum, trophic interactions, mycophagy, mycelial exsudates.



3. UvOD

Opad jehli¢natych dfevin vytvaii na zemském povrchu svérdzné prostiedi, vnémz se za
rozliénych situaci stfetavaji nejruznéjsi skupiny organismi. Nékterym znich je védeckou obci
vénovana pecliva pozornost. To je piipad hub, jejichz kli¢ova role v dekompozici organické hmoty
a v kolobéhu Zivin je stale pfedmétem vyzkumu, nebot’ nové poznatky kladou pfed mykology dalsi
a dalsi otazky. Jiné organismy byvaji naopak pfi studiu opadu jehli¢nani spiSe opomijeny. To se tyka
i krytenek, ackoliv se v tomto prostredi zcela bézné vyskytuji. Jejich role v kolobéhu zivin a zejména
jejich vztahy s ostatnimi organismy nam vsak stale unikaji.

Krytenky se na jehlicich nezbytné setkavaji se saprotrofnimi houbami; Ize tedy pfedpokladat,
ze mezi témito organismy dochazi k rozmanitym interakcim. Ve své praci jsem se snaZila alespon ¢ast

ze vztaht krytenek a hub v opadu jehli¢nani poodhalit.

3.1. Houby v pudé a opadu jehli¢natych lesu

Houby jsou vyznamnou soucasti spoleenstva organismt v organickém padnim nadloZi
(tj. opadovém, fermenta¢nim a humusovém horizontu) i v hornich vrstvdch mineralizované pudy
jehliénatych lest. Naptiklad biomasa hub v nadlozni vrstvé &ty evropskych smrkovych lest
dosahovala 1-5 kg C/ha, coz ¢inilo 79-91 % celkové hmoty mikro- a mesoorganismi (Schréter 2001).

Zatimco biomasu hub v piadé ¢i opadu mizeme dobie stanovit podle mnozstvi ergosterolu
v prostfedi nebo analyzou fosfolipidickych mastnych kyselin (PLFA), jejich druhova diverzita je nam
mnohem hute dostupna (Cairney 2005). Ptimé pozorovani ¢i kultivacni techniky totiZ zachyti jen ¢ast
ptitomnych druhti v porovnani s molekularnimi technikami zalozenymi na extrakci DNA piimo
z piady ¢i opadu (Cairney 2005, Seifert 2008, Kolaiova 2009), avSak ani tyto metody nam zatim
neposkytnou Uplnou informaci o piitomnych druzich, mimo jiné i z divodu nedostatku kvalitné
taxonomicky oSetfenych referen¢nich sekvenci DNA dostupnych v databazich (Nilsson et al. 2006,
Seifert 2008, Crous et Robert 2008). Kombinace studii zaloZenych na pifimém pozorovani, kultivaci
i molekularnich datech poskytuje pomérné jasnou piedstavu o pribéhu kolonizace a dekompozice
odumfelych jehlic houbami:

Prvni skupinou hub, u¢astnici se rozkladu jehlic, jsou pivodné epifytni, endofytni i parazitické
houby (napi. Alternaria spp., Cladosporium spp. a Lophodermium spp.), které zahajuji dekompozici
jiz béhem senescence jehlic na stromé (Tokumasu et Aoiki 2002, Lindahl et al. 2007, Korkama-Rajala
et al. 2008, Lindahl et Boberg 2008, Przybyt et al. 2008). Po dopadu jehlice na zem je nejdiive
houbami rozloZen vnitini obsah bunék, pozdé¢ji dochazi k rozkladu celulézy a ligninu. Téchto prvnich
stadii se 0castni saprotrofnimi vieckovytrusé i stopkovytrusé houby, napi. Desmazierella acicola
(nalézéna jako anamorfa Verticicladium trifidum), Marasmius androsaceus a Mycena spp. (Ponge
1991, Tokumasu et al. 1994, Tokumasu et Aioiki 2002, Lindahl et al. 2007, Lindahl et Boberg 2008,

Boberg 2009). Po n&kolika letech od odumieni jehlice, ve fermentaéni a humusové vrstvé, jsou

8



saprotrofni druhy nahrazeny ektomykorhiznimi (ptipadné i erikoidné mykorhiznimi) houbami (Ponge
1991, Lindahl et al. 2007, Lindahl et Boberg 2008).

Znalost taxonomické a funkéni diverzity hub pii dekompozici je kliCova pro porozuméni
kolob¢hu zivin v ekosystémech (Lindahl et al. 2002). V jehli¢natych lesich jsou houby spolu
s bakteriemi hlavnimi rozklada¢i opadu (Schroter 2001, Lindahl et al. 2002, Lindahl et al. 2007,
Boberg 2009), pticemz podil hub na dekompozici je vyssi v borealnich neZli teplejSich oblastech
(Schréter 2001, Lindahl et al. 2002). Vyznam hub v lesnich (i jinych) ekosystémech tkvi zejména
v jejich schopnosti degradovat prostfednictvim extracelularnich enzymi tézko rozlozitelné latky —
celulézu a lignin (Burke et Cairney 2002, Osono et al. 2003, Baldrian 2006, Osono 2007), ale i
humusové slouceniny (Steffen et al. 2002, Koukol et al. 2004, Baldrian 2006, Grihut et al 2007).
Jednotlivé prvky mohou byt bud’ ukladany do biomasy hub (proces imobilizace), nebo uvoliiovany do
prostiedi ve formé anorganickych sloucenin, dostupnych rostlindm (proces mineralizace). Ptispévek
hub k mineralizaci uhliku v jehli¢natych lesich je znacny, napt. ve Ctyfech evropskych smrkovych
lesich prodychaly houby ro¢né piiblizné 500-1300 kg C/ha, co ¢inilo asi 45-65 % uhliku
mineralizovaného pudnimi mikro- a mesoorganismy (Schréter 2001). Co se ty¢e mineralizace dusiku,
Ze protozZe se pti rozkladu rostlinné hmoty zmensuje pomér uhliku k dusiku, houby v pokrocilejsich
stadiich rozkladu nejsou schopny zabudovat veSkery dostupny dusik do své biomasy a tak dochazi
k jeho mineralizaci (Lindahl et al. 2002). OvSem vV jehli¢natych lesich je substrat v pokro¢ilej$im
stadiu rozkladu kolonizovan pievazné houbami, jejichz stélka tvoii rozsahlou mycelialni ¢&i
rhizomorfalni sit’, v niZ dochazi k translokaci Zivin (Lindahl et al. 2002, Cairney 2005, Lindahl et
Boberg 2008, Boberg 2009). Saprotrofni houby tak vyvazuji nedostatek uhliku v rozlozengjsich
substratech presunem uhlikatych sloucenin z cCerstveéjsiho opadu a mykorhizni houby, prevladajici
v poslednich stadiich dekompozice, ptesouvaji nadbyteény dusik do hostitelskych rostlin;
k mineralizaci dusiku tak v jehli¢natych (a zejména borealnich) lesich pravdépodobné téméf
nedochazi (Lindahl et al. 2002, Lindahl et Boberg 2008, Boberg 2009). Mykorhizni houby také timto
zpusobem vyznamné piispivaji k fixaci uhliku z atmosféry, nebot’ rust a fotosynteticka aktivita rostlin

jsou v jehli¢natych lesich ¢asto omezeny pravé dostupnosti dusiku (Lindahl et al. 2002).

3.1.1.Interakce hub s jinymi organismy v pudé a experimentalnich systémech

Je zfejmé, Ze interakce rostlin s mykorhiznimi, ale i saprotrofnimi houbami hraji kli¢ovou roli
v ekologii lesnich pud. Rostliny vSak zdaleka nejsou jedinymi organismy, které houby v pudé
ovliviuji.

Pdni houby napiiklad na jednu stranu soupefi s bakteriemi o jednoduSe rozloZitelné zdroje
uhliku, na druhou stranu houby poskytuji bakteriim jako zdroj potravy mycelidlni exsudaty a produkty
rozkladu rostlinné hmoty (de Boer et al. 2005). Timonen et al. (1998) v experimentalnim systému se

semenacky borovice lesni (Pinus sylvestris), inokulovanymi ektomykorhiznimi houbami ¢echratkou



podvinutou (Paxillus involutus) a klouzkem kravskym (Suillus bovinus), zjistili, Zze spolecenstva
bakterii v mykorhizosféfe a v houbami neosidlené pudé se lisi ve schopnosti vyuZzivat rizné zdroje
uhliku: zatimco prvé preferuji uhlovodiky, spjaté skofenovymi a mycelidlnimi exsudaty, druhé
preferuji organické kyseliny a aminokyseliny, spjaté s mikrobialni dekompozici. Podobny vzorec ve
vyuzivani riznych zdroji uhliku byl nalezen i u bakterii obyvajicich rhizosféru semenacka dalsich
mykorhiznich hub (Heinonsalo et al. 2001). Dokonce i bakterie osidlujici mykorhizosféru riznych
druhii hub se li8i ve schopnosti vyuzivat rizné zdroje uhliku, v zavislosti na slozeni mycelialnich
exsudatt daného druhu houby (Timonen et al. 1998). Nemykorhizni kofeny také hosti vétsi mnozstvi
bakterii nezli kofeny mykorhizni, pravdépodobné proto, ze mykorhizace snizuje mnozstvi kotenovych
exsudatt (Timonen et al. 1998, Bonkowski et al. 2001). Pidni houby nicméné mohou ovliviiovat
spoleCenstva bakterii nejen podle toho, jaké zdroje jim poskytuji, ale i vyluCovanim antibiotik do
prostiedi (de Boer et al. 2005).

Houby vyrazn¢€ ptisobi i na spoleCenstva ptidnich prvokti — améby, nalevniky a bicikovce.
Naptiklad améby rodu Acanthamoeba byly nalezeny v nékolikanasobné vétsi hustoté v pidé v tésné
blizkosti plodnic lakovky druhu Laccaria trullisata nezli v okolni pudé (Napolitano et Flanagan 1981).
Ingham et Massicote (1994) odhalili v experimentalnich systémech s jehlicnany inokulovanymi
ektomykorhiznimi houbami (zejména rtiznymi druhy rodu Rhizopogon) kvalitativné i kvantitativné
odlisna spolecenstva prvoku v zavislosti na druhu houby; vyznam vlivu houby dokresluje také
skute¢nost, ze rozdilné druhy jehliénand hostily podobnd spoleCenstva prvoki, paklize byly
v symbioze se stejnym druhem houby. V okoli mykorhiznich kofeni se piitom vyskytovalo vétsi
mnozstvi prvoku, nezli v okoli kofenti holych (Ingham et Massicote 1994). Take Jentschke et al.
(1995) zjistili v podobném pokusu pozitivni vliv mykorhizni kolonizace kofent ryzcem rySavym
(Lactarius rufus) na Cetnosti améb, bic¢ikovci v8ak zustali mykorhizou nedotéeni. Naopak Timonen
etal. (2004) nalezli v experimentu s klouzkem kravskym (S. bovinus) a &echratkou podvinutou
(P. involutus) vétsi masu améb a bicikovet na kofenech holych nezli mykorhiznich. Houby pfitom
mohou ovliviiovat spolecenstva ptidnich prvoka jak pfimo — uvolilovanim mycelialnich exsudati, tak
zprosttedkované — pisobenim na mnoZstvi i strukturu spolecenstva bakterii (Napolitano et Flanagan
1981, Ingham et Massicote 1994, Timonen et al. 2004).

Nicmén¢ i sami prvoci mohou ovliviiovat ptidni houby. Naptiklad améby rodu Acanthamoeba
redukovaly délku hyf ¢echratky podvinuté (P. involutus) v rhizosféfe smrku — aniz by tim vsak utrpéla
hostitelska rostlina (Bonkowski et al. 2001); mykofagni améby Saccamoeba sp. a Gephyramoeba sp.
pusobily negativné na kolonizaci borovych kotfeni kofenovcem Zzlutavym (Rhizopogon luteolus)
(Chakraborty et al. 1985). Tytéz améby, stejné jako druh Thecamoeba granifera, také v biologickém
testu potlacovaly rozvoj Cernani pat stébel pSenice, zpusobené houbou Gaeumanomyces gramminis
tritici (Chakraborty 1983).

Rovnéz drobni clenovcei, jako jsou chvostoskoci a pancifnici, interaguji v lesni padé

s mykorhiznimi i saprotrofnimi houbami. Tyto organismy pienasi na svém povrchu i v travicim traktu
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spory hub, ¢imz pfispivaji kjejich Sifeni — ackoliv se totiz pohybuji relativné pomalu (v tadu
centimetrll za den), v heterogennim prostfedi, jako je pada, mize byt i kratky pfesun spravnym
smérem (napiiklad na novy kvalitni substrat) pro houby vyznamny (Renker et al 2005). Chvostoskoci
a pancifnici konzumuji selektivné mycelium i spory riznych druhti hub, nelze vSak jednoznacné fici,
ze by preferovali houby vieckovytrusé ¢i stopkovytrusé, mykorhizni ¢i saprotrofni, melanizované ¢i
hyalinni — jednotlivé druhy téchto ¢lenovct se totiz ve svych preferencich lisi, coZ patrné snizuje jejich
vzajemnou kompetici (Klironomos 1992, Schneider et Maraum 2005, Schneider et al. 2005, Koukol et
al. 2009). Preferované houby jsou chvostoskoky vyhledavany podle tékavych latek, uvolfiovanych
myceliem (Bengtsson et al. 1988). Selekce uréitych druhti hub chvostoskoky miize urychlovat sukcesi
hub na jehlicich (Klironomos 1992). Konzumace mycelia chvostoskoky také mize zménit morfologii
a zpusob rustu poSkozovanych hub. Ttepenitka svaz¢ita (Hypholoma fasciculare) napiiklad ve snaze
uniknout svym konzumentiim piechéazela od difuzniho zptsobu ristu s hustou siti jemného mycelia ke
zvysSené tvorbé mycelialnich provazci, ¢asto expandujicim do prostiedi — takové zmény v morfologii a
rozsahu mycelia u hub schopnych translokace Zivin mohou mit vyznamny vliv i na kolob&h prvku
v prostedi (Kampichler et al. 2004).

3.2. Krytenky

Krytenky (,testate amoebae®) jsou jednobuné¢né organismy vyznacujici se panozkami
(pseudopodiemi), schrankou (testou), kterdA méa pouze jeden otvor, jimZ jsou panoZky vysouvany,
a dale heterotrofni, vzacnéji mixotrofni vyZivou. V pribéhu tii stoleti (Obr. 1) bylo objeveno okolo
2 000 druhtu krytenek (Smith et al. 2008). Toto ¢islo ov8em neni kone¢né, recentni studie naptiklad
odhaluji existenci kryptickych a pseudokryptickych druhti (Lara et al. 2009, Heger et al. 2011).

Krytenky jsou skupinou organismi vymezenou morfologicky a ekologicky, nikoliv
fylogeneticky (Obr. 2). Nejvyznamnéjsi taxonomickou skupinou, oznacovanou jako krytenky, je fad
Arcellinida Kent, 1880, k némuz nalezi ti ¢tvrtiny znamych druhd krytenek (Meisterfeld et Mitchell
2008a). Molekularni studie zafadily tento fad mezi Amoebozoa, do skupiny Tubulinea, tedy do
ptibuzenstva ,,nahych“ améb (Smirnov et al. 2005, Nikolaev et. al. 2005, Lara et al. 2008, Tekle et al.
2008). Druhou vyznamnou skupinou krytenek je fad Euglyphida Copeland, 1956 emend. Cavalier-
Smith, 1997, naleZejici ve skupiné Rhizaria mezi Cercozoa (Wylezich et al. 2002, Nikolaev et. al.
2004, Bass et al. 2005, Lara et al. 2007). Protoze vétsina praci o krytenkach pojednava pravé o téchto
dvou tadech, zaméfila jsem na né Uvod své prace. Organismy spadajici do vySe uvedené definice
krytenek ovSem nalézdme i vdalSich fadech eukaryotnich organismi, napiiklad celed
Pseudodifflugiidae De Saedeleer, 1934 radu Tectofilosida (Cavalier-Smith et Chao 2003, Bass et. al.
2005).
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Arcellinida Euglyphida
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%, ™%~ Collodictyonida Excavata

Choanoflagellata

Ichthyosporea Centrohelida

Cristidiscoidea

Opistholkonta

Bacteria Archaea

XY i =4 Gl

oy Obr. 2: Postaveni krytenek ve zjednoduseném
Obr. 1: Arcella vulgaris, historicka ilustrace »Stromé Zivota“ — Pfevzato ze Simpson et
Josepha Leidyho (1879) Roger 2004.

Vnitini stavba buriky obou hlavnich fadu krytenek je velice podobnd: anteriorni ¢ast buiky
(pobliz pseudostomatu) obsahuje svétlejsi cytoplasmu s mnoZstvim potravnich vakuol; v tmavsi
posteriorni ¢asti se nachazi jadro (vzacné i dvé a vice), endoplazmatické retikulum, jeden ¢&i vice
diktyosomii, mitochondrie a periferné umisténé staZitelné vakuoly (Hedley et Ogden 1973, Ogden et
Pitta 1990). Ackoliv je potrava fagocytovdna vyhradné v oblasti pseudostomatu, v bufice neni
vytvofeno cytostoma i cytoporus (Gilbert et al. 2000). Rady Euglyphida a Arcellinida se li3i stavbou
panozek: zatimco u zastupct fadu Euglyphida nalézame vyhradné tenka hyalinni filopodia, z&stupci
fadu Arcellinida tvoii Siroka (endo)lobopodia, tedy panozky obsahujici kromé hyalinni ektoplazmy téz
zrnitou endoplazmu; v nékterych piipadech vSak mohou tyto panozky ptechazet v anastomoézujici
hyalinni retikulolobopodia, nékdy také nazyvana filopodia (Hedley et Ogden 1973, Hausmann et
Hilsmann 1985, Ogden et Pitta 1990, Meisterfeld et Mitchell 2008a).

Obr. 3: Vnitini stavba bunky krytenky (Phryganella
acropodia):

Potravni vakuoly (dv) se nachazi v blizkosti pseudostomatu,
z néjz vybihaji panozky (fp), zatimco jadro (n), Golgiho
aparat (G), stazitelné vakuoly (cv) a mitochondrie jsou
umistény v posteriorni ¢asti buriky, vyplnéné hrubym
endoplazmatickym retikulem (der). Dale se v burice nachazi
membranové vacky se stavebnimi jednotkami (bu), z nichz
vznikd kostra organické ¢asti schranky (sw).

Pfevzato z Ogden et Pitta (1990).
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Schranky krytenek jsou rozmanité co do velikosti, tvaru i sloZeni. Protoze vymezeni vétSiny
rodt a druhl je podepteno pravé znaky schranky, lze urovat jak Zivé, tak mrtvé (dokonce
i fosilizované) jedince, coz mimo jiné umoziuje studovat krytenky v pfirodnich vzorcich bez
piedchozi kultivace. Zatimco nejmensi krytenky, jako napt. Difflugia minutissima, dosahuji velikosti
okolo 10 pum (Clarke 2003), nejvétsi zastupci téhoz rodu mohou byt i vétsi nez 500 um (Meisterfeld et
Mitchell 2008b).

Krytenky tadu Euglyphida maji schranky tvotené kiemicitymi Supinami (idiosomy),
spojenymi organickym tmelem. Idiosomy jsou obvykle pravidelné uspotadané (Obr. 4A), pficemz
Supiny obklopujici pseudostoma se mnohdy 1isi od télnich Supin velikosti i tvarem (typické jsou
vyrazné zuby u rodu Euglypha, Obr. 4B). N¢kdy mohou byt prusvitné kiemi¢ité idiosomy navic
potazeny pigmentovanou organickou vrstvou, jako je tomu u rodu Assulina (Mitchell et al. 2008).

U fadu Arcellinida nalézame ve stavbé schranky vétsi rozmanitost: schranky jsou bud’
proteinové (napi. rody Arcella, Hyalosphenia), nebo aglutindtni — do organického pojiva jsou
zabudovavany tzv. xenosomy, puvodné pohlcend minerdlni zrna (napt. rody Phryganella,
Buillinularia, Obr. 4C) nebo ¢&asteCky detritu ¢i kofisti (napf. schranky rozsivek nebo Supiny
krytenek fadu Euglyphida, jako je tomu u rodu Nebela, Obr. 4D); vzacn&ji mohou byt schranky
pokryty idiosomy — kiemiCitymi ¢i vapenatymi destiCkami vlastni vyroby (Mitchell et al. 2008,
Meistereld et Mitchell 2008a).

Krytenky se rozmnozuji ptevazné nepohlavng, pficemz bunécnému déleni predchazi syntéza
schranky pro dcefiného jedince; tvorba schranky a rozdéleni bunky trva ptiblizné 1-3 hodiny (Hedley
et Ogden 1973, Netzel 1976, 1979). Nove vzniklé schranky fadu Arcellinida jsou svétlé, a teprve
Vv priabéhu dalsiho Zivota u nékterych druhti tmavnou v disledku ukladani Zeleza ¢i manganu (Hedley
et al. 1976, Ogden et Pitta 1989).

Ke svému Zivotu potiebuji krytenky vodni prostiedi. Nékteré druhy Ziji v motich (Heger et al.
2010), vetsina krytenek vsak obyva sladkovodni ¢i terestrické biotopy, hojné je nalézame naptiklad
v raselinistich, pudé ¢i opadu. K pieziti v prostiedi s nestdlym obsahem vody slouZi krytenkam
schopnost encystace, tj. tvorby cyst uvniti schranek, kdy se krytenka oddé€li od okoli vice ¢i méné
robustni piepazkou. Predpoklada se, ze krytenky vznikly v sladkovodnim prostiedi, pficemz evolu¢né
ptvodnim znakem schranky je koncové postaveni pseudostomatu (napi. rody Euglpha, Nebela),
zatimco ventralni umisténi otvoru (napf. rody Corythion, Arcella) je znakem odvozenym, nebot’
umoziuje krytenkam tésné&ji prilnout otvorem k podkladu; diky nému se také mohou i vétsi druhy
krytenek pohybovat v tenkém vodnim filmu, tvoficim se v terestrickych biotopech, napiiklad na
povrchu jednotlivych kust opadu. Tuto domnénku podporuji fylogenetické studie jak pro fad

Euglyphida (Lara et al. 2007), tak pro fad Arcellinida (Nikolaev et al. 2005, Lara et al. 2008).
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Obr. 4: Riizné typy stavby schranky krytenek.

A, B: Euglypha strigosa — schranka s kifemi¢itymi $upinami a ostny. A: Mé&Fitko 25 um. B: Supiny
obklopujici pseudostoma. Méfitko 10 um.

C: Buillinularia indica. — aglutinatni stavba schranky, xenosomy jsou minerdini ¢astice; ventrdlni,
zanorené pseudostoma. Méritko 100 um.

D: Nebela tincta. — aglutindtni stavba schranky, xenosomy jsou Supiny kofisti — mensich krytenek
z fadu Euglyphida; termindlni pseudostoma. Méfitko 50 um.

Jako skupina jsou krytenky celosvétoveé rozsifené. Nékteré druhy jsou kosmopolitni, rozsiteni
jinych druht je geograficky omezeno. Nejznaméjsim takovym piipadem je Apodera vas, bézné
nalézana v raselinistich na jizni polokouli, av§ak chybgjici v Evropé a Severni Americe (Mitchell et
Meisterfeld 2005). Omezené rozsifeni nekterych druht krytenek, narusujici hypotézu celosveétového
roz8ifeni volné Zijicich prvokl, je nicméné predmétem diskuse (Finley et al. 2004, Mitchell et
Meisterfeld 2005, Foissner 2006, Lara et al. 2008, Smith et al. 2008, Wilkinson 2009). N&které studie
krytenek obyvajicich lesni pudy nicméné ukazuji, Ze na urovni statu (Todorov 2001) ¢i kontinentu

(Schroter 2001) jsou spolecenstva krytenek ve stejnych habitatech zna¢né uniformni.
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Potrava krytenek je velice rozmanita. Mensi druhy (pfiblizné do 70 pum) jsou spiSe detritovorni
¢i bakteriovorni, pfipadné konzumuji spory hub, vétsi druhy jsou ovSem také predatory prvoki
(zejména rozsivek aj. jednobunécénych fas, nalevnikli a krytenek), ale 1 mensich zastupci
mnohobunéénych zZivoéichi, napt. hlistic ¢i vifnikt (Yates et Foissner 1995, Gilbert et al. 2000, 2003,
Schréter 2001). Rozdily ve vyzivé mizeme nalézt i v ramci jednoho druhu: napiiklad zatimco mensi
zastupci druhu Trinema enchelys konzumuji pouze bakterie a detritus, vétsi se zivi také jinymi
krytenkami (Laminger 1978). Svou potravu pohlcuji krytenky fagocytdézou, nékteré vSak dokazou
konzumovat organismy vétsi nez ony samy — bud’ si kofist posouvaji do pseudostomatu a postupné ji
rozkladaji, nebo penetruji jeji bunéénou sténu ¢i schranku (Hoogenraad et de Groot 1941, Yates et
Foissner 1995, Gilbert et al. 2000). V nékterych piipadech vyhledavaji krytenky svou kofist
chemotakticky, jindy je patrné k jejimu nalezeni zapotiebi pfimy kontakt (Gilbert et al. 2000). Protoze
se krytenky oproti jinym jednobunéénym organismim pohybuji relativné pomalu, je jejich predaéni
chovani ovlivnéno mnozstvim vody v prostiedi; napt. krytenka komplexu Nebela tincta major-
bohemica-colaris v raselinisti obvykle konzumuje pfevazné fasy a houby, avSak v susSich letnich
mésicich, kdy tenéi vrstva vodniho filmu zpomaluje a koncentruje jednobunééné organismy, lovi tato
krytenka i heterotrofni prvoky a mnohobuné¢né zivoCichy (Gilbert et al. 2003). Naopak Laminger
(1978) pozoroval u druhu Trinema enchelys v pudé subalpinské louky zdanlivé opacny trend:
v suchych obdobich roku se tato krytenka Zivila detritem, ale kdyZ s rostouci ptidni vlhkosti vzrostla
i hustota bakterii a posléze drobnych krytenek, konzumovala i tyto organismy. Nékteré druhy krytenek
z vodnich biotopti (nejznaméjsi je Hyalosphaenia papilio) také vyuzivaji ke své vyzivé
endosymbiotickych autotrofnich fas (Gilbert et al. 2000).

3.2.1. Krytenky pidé a rostlinném opadu

Krytenky jsou bézné nalézané v nadloZnich ptidnich horizontech i svrchni vrstvé pidy lesnich
i travnich ekosystémi celého svéta. Obecné lze fici, Ze druhové bohatstvi 1 Cetnost krytenek je
v pidnim nadlozi (horizonty L, F, H) vét$i nezli v povrchovém mineralnim horizontu (A), jak
dokladaji studie z evropskych a kanadskych listnatych i jehli¢natych lesti, vysokohorskych pastvin a
luk, ale i z tropického horského lesa v Ekvadoru (Lousier 1975, Lousier 1982, Rauenbusch 1987,
Krashevska et al. 2008). Pii srovnani jednotlivych nadloZnich vrstev jiZz nenachazime tak jasny vzorec:
zatimco v bulharskych buéinach i némeckych borech a listnatém lese bylo nalezeno vice druht i
jedinct v opadové nezli humusové vrstvé (Rauenbusch 1987, Todorov 2001), kanadsti autofi (Lousier
1975, 1982, Lousier et Parkinson 1984) naopak nalezli v rozmanitych biotopech vysokohorského tdoli
Kananaskis vétsi druhové bohatstvi i biomasu krytenek v humusovém a fermenta¢nim nezli opadovém
horizontu. Druhy s hruskovitou ¢i ostnitou schrankou se vyskytovaly pouze v opadovém ¢i
fermenta¢nim horizontu, s vyjimkou druht s aglutinatni schrankou, jejichZ biomasa rostla s hloubkou
horizontu, coz si autor vysvétluje vétsi dostupnosti xenosomu v hlubSich partiich (Lousier 1975,

1982). Tento trend je patrny i v praci Rauenbusche (1987). Naopak druh Corythion dubium, ktery se

15



vyskytuje nejéastéji na Cerstvém opadu (Rauenbusch 1987), spolu s nékolika dal§imi pidnimi druhy
krytenek dokonce kolonizuje i spodni ¢asti kment stromt (Wanner 1991).

Zda se, Zze spoleCenstva krytenek vykazuji vétsi rozdily mezi habitaty, nezli je tomu u
ostatnich prvokt (Lousier 1975). V listnatych lesich je nalézana vétsi druhova rozmanitost i biomasa
krytenek, neZli v lesich jehli¢natych (Schonborn 1975, Rauenbusch 1987, Wanner 1991). Bamforth
(1971) vSak v rozmanitych stanoviStich napfi¢ Severni Amerikou zjistil, ze zatimco v listnatych
biotopech dosahuji krytenky stejnych nebo mensich ¢etnosti nezli nalevnici, v jehli¢natych lesich, kde
je pomalejsi dekompozice, krytenky svou ¢etnosti nalevniky fadové prevysSuji. Autor se domniva, ze
pravé niz8§i produktivita téchto pid vyhovuje krytenkam vice, nezli ostatnim, rychleji rostoucim
prvokim.

Krytenky jsou vyuZivany ke sledovani stavu pudniho prosttedi. Napiiklad Aescht et Foissner
(1992) sledovali vliv ptihnojeni pudy béhem opétovného zalestiovani vysokohorského stanovisté na
pldni mikroorganismy. Ackoliv oSetfeni piidy organickym hnojivem zvysilo pH o 0,5 a anorganickym
hnojivem dokonce o 2 stupné, nemélo prikazny vliv na strukturu spoleCenstva krytenek. Pfitom
Rauenbusch (1987) gzjistil, Ze vétSinu druht krytenek zlesni pidy a opadu se nevyskytuje
v prostiedich s pH lisicim se o vice jak 1 stupeni. Ov§em ani dalsi studie nezjistily prukazny vliv pH na
druhové slozeni spolecenstva krytenek (Lousier 1975, Schréter 2001), ani na jejich biomasu
(Bamforth 1971). Wanner (1991) sledoval vliv vapnéni, hnojeni, zavlazovani, zneéi$téni pudy
kyselinou sirovou a chloridem sodnym a aplikace insekticidi na spolecenstvo krytenek ve smrkovych
lesich. Vsechny proménné mély jen maly vliv na druhovou strukturu spolecenstva, aviak vapnéni
mélo pozitivni vliv na pocet jedincti. Oproti tomu oSetfeni raselinisté anorganickymi formami dusiku,
fosforu, drasliku a vapniku zpisobilo zménu relativniho druhového zastoupeni krytenek ve prospéch
mensSich druhti (coz vedlo ke shiZeni biomasy krytenek) (Gilbert et al. 1998ab) a naopak obohaceni
tropické horské ptdy anorganickym dusikem biomasu krytenek zvysilo (Krashevska 2008). Wanner et
al. (2008) nalezli v pudé dubového lesa na stanovistich rekultivovanych po t€zbé uhli, chudych na
dusik a fosfor, mens$i pocet druhti a abundanci krytenek oproti kontrolnim stanovistim.

Krytenky tvoii podstatnou ¢ast biomasy pudnich organismii a vyznamné se tak podileji na
kolobéhu zivin. Naptiklad Vv opadu ctyf evropskych smrkovych lesti byla biomasa krytenek
srovnatelnd s biomasou bakterii a vy3Si neZli biomasa chvostoskoku, roztocu, hlistic a roupic
dohromady (Schréter 2001). Kromé toho, Ze krytenky slouzily jako zdroj potravy vySe uvedenym
mnohobunéénym Zivoc¢ichtim, podilely se také na pifimé mineralizaci dusiku a uhliku. Zatimco pfi
mineralizaci dusiku byly krytenky nejvyznamnéjsi skupinou plidnich organismil (jejich pfispévek se
na jednotlivych stanovistich pohyboval od 9 do 65 kg N/ha za rok a byl dvakrat vyssi, nezli ptispévek
hub), k mineralizaci uhliku pfispivaly krytenky od 44 do 343 kg C/ha za rok (tedy asi desetkrat méné,
nezli houby s bakteriemi, ale zato fadové vice, nezli mnohobunécni zivoéichové) (Schréter 2001).
Podobné Lousier et Parkinson (1984) v piipadé pudy topolového lesa spocitali, Ze mnozstvi uhliku,

které krytenky za rok prodychaji, ¢ini 162 kg/ha, tedy asi 6% ro¢niho ptisunu uhliku do pidy.
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Krytenky s idiosomy absorbuji kiemik z prostiedi a ukladaji si ho do svych schranek. Tyto
schranky se rychle rozkladaji — viadu dnu az tydnt (Lousier et Parkinson 1981, Meisterfeld et
Heisterbaum 1986) — a jsou tak zdrojem kiemiku pro dalsi organismy. Aoki et al. (2007) pii kultivaci
pidy zdubo-borového lesa zjistili, Ze krytenky jsou hlavnimi konzumenty oxidu kifemicitého
rozpu$téného v pudnim roztoku. Stanovili, ze ackoliv okamzZity obsah kiemiku v krytenkach v riznych
lesnich ekosystémech je zanedbatelny v porovnani s rostlinnym opadem, diky kratkému zivotnimu
cyklu je mnozstvi kiemiku absorbované krytenkami za rok (10-227 kg SiO,/ha) srovnatelné

s mnozstvim uvolnénym z rostlinného opadu ve stejnych biotopech.

3.2.2.Krytenky a houby

Je dobie znamou skutecnosti, Ze houby mohou slouzit jako zdroj potravy krytenek. Kultivaéni
pokusy i pozorovani obsahu potravnich vakuol dokladaji konzumaci spor hub napft. u roda Euglypha,
Nebela, Trinema, Phryganella (Schénborn 1978, Colteaux 1985, Ogden et Pitta 1990, Gilbert et al.
2000, 2003). Méné ¢asté jsou zaznamy o konzumaci ulomka mycelia, napf. druhy Arcella vulgaris,
Euglypha strigosa, Heleopera rosea, Nebela tincta major—bohemica—collaris, Phryganella acropodia
(Laybourn et Whymant 1980, Ogden et Pitta 1990, Gilbert et al. 2000, Gilbert et al. 2003). Dle
soucasnych poznatkil nelze s jistotou fici, zda krytenky napadaji i Zivé mycelium. Kuptikladu Vonik et
al. (2011) nepozorovali Z&dné poSkozeni mycelia houby Anavirga laxa obklopeného v kultiva¢nim
systému krytenkami P. acropodia. Kvasinky rovnéz slouzi jako zdroj potravy riznym druhiim
krytenek, napf. druhtim P. acropodia a Arcella gibbosa (Meisterfeld et al. 1992, Torees et Jebram
1993, Meisterfeld pers. com.).

Na druhou stranu, krytenky mohou byt napaddny houbami, naptiklad anamorfami
vieckovytrusych hub rodu Orbilia nebo zastupci parazitického fadu Zoopagales ¢i Celedi Olpidiaceae
(Peach 1955, Bonnet 1964). Mrtvé schranky krytenek jsou rovnéz rozkladany houbami (Meisterfeld et
Heisterbaum 1986). Jednotlivé druhy hub vyuzivaji schranky odlisnym zptisobem — naptiklad zatimco
Rhizoscyphus ericae poristal v kultivaénim experimentu husté cely povrch schranky, Phialocephala
fortinii schranky casto vypliovala a pravdépodobné vice neZ schranky rozkladala jejich odumiely
obsah (Vohnik et al. 2009). N¢kdy ani nelze s urcitosti fici, zda jsou houbou rozkladany odumielé
schranky, nebo zda napada Zivé jedince. Tak tomu bylo v ptipadé obvykle na houbach a hmyzu
parazitujici anamorfni vieckovytrusé houby Pochonia bulbillosa, ktera pfi kultivaci borového opadu
vytvarela konidiofory piednostné na schrankach krytenky P. acropodia (Vohnik et al. 2011). Zda se
také, Zze houby ve své vyziveé preferuji nekteré druhy krytenek nad jinymi. Naptiklad v rhizosfére
rododendronil se jednotlivé druhy krytenek liSily v podilu schranek porostlych myceliem; nejcastéji
byly myceliem kolonizovany objemné schranky rodt Trigonopyxis, Cyclopyxis a Centropyxis
(Vohnik et al. 2009).

Mykorhizni houby patrné siln€ ovliviiuji spolecenstva krytenek v rhizosféfe. Naptiklad

Ingham et Massicote (1994) pii sklenikovém pokusu nalezli odliSnd spoleCenstva prvokd spjata
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s rozlicnymi druhy stopkovytrusych ektomykorhiznich hub. Krytenky se pfitom vyskytovaly castcji
v okoli kofenu kolonizovanych rozlicnymi zastupci rodu Rhizopogon neZli v okoli kofenu bez
mykorhizy nebo kolonizovanych druhem Thelephora terrestris (sklenikovy kontaminant), a nejméné
se vyskytovaly v rhizosféfe kotenl kolonizovanych dalSi kontaminujici houbou ,,Mycelium radicis-
atrovirens®. V kontrastu stim nebyl v podobném pokuse s ektomykorhiznimi houbami ¢echratkou
podvinutou (Paxillus involutus) a klouzkem kravskym (Suillus bovinus) nalezen jasny rozdil
v mnozstvi krytenek v rhizosféfe obou druhti hub, a vétsi mnozstvi krytenek bylo na povrchu kofent
nemykorhiznich nezli mykorhiznich — pravdépodobné proto, Ze tyto kofeny hosti véts§i mnozstvi
bakterii, a mozna i kvuli vétsimu mnozstvi kofenovych exsudati (Timonen et al. 1998, 2004).

RovnéZ saprotrofni houby ovliviiuji pudni krytenky. Ve vzorcich pudy (vCetné opadové
vrstvy) z tropického horského lesa byl zjistén prikazny vliv mnoZstvi ergosterolu (a tedy hub) na
druhové sloZeni spolecenstva krytenek; koncentrace ergosterolu pozitivné korelovala s ¢etnostmi péti
druht krytenek: Awerintzewia cyclostoma, Difflugiella oviformis, Euglypha compressa, P. acropodia a
Sphenoderia lenta, ostatni druhy byly spi$e pozitivné ovlivnény mnozstvim gram-pozitivnich bakterii
nebo celkové mikrobidlni biomasy. Koncentrace 16:1w5¢c masth Kyseliny (spjaté s pfitomnosti
arbuskularné¢ mykorhiznich hub) neméla prikazny vliv (Krashevska et al. 2008). Zajimavé je, Ze kdyz
byla obohacenim pudy glukozou zvysena koncentrace hub v pid¢, Cetnost vétSiny druhti krytenek
poklesla. Je tedy mozné, Ze detritovorni krytenky jsou v padé antagonisty saprotrofnich hub
(Krashevska 2008). Rovnéz Wanner et al. (2008) nalezli pti pokusu s kolonizaci celuldzy v opadovych
saccich v humusovém horizontu némeckych dubovych lesti prikazny vliv mnozstvi mycelia na
substratu na druhové slozeni spolecenstva krytenek. V tomto piipadé vSak efekt nebyl pfilis
konzistentni: zatimco po pul roce kultivace pozitivné korelovalo mnozstvi mycelia s ¢etnostmi druhi
Euglypha rotunda, Tracheuglypha dentata, Cyklopyxis kahli a Trinema spp., po 8,5 a 13 mésicich
s nimi bylo spjato negativné. Vohnik et al. (2011) sledovali pii kultivaci borového opadu ve vihkych
komtrkéach kolonizaci filtraéniho papiru krytenkami a myceliem anamorfni vieckovytrusé houby
Anavirga laxa. Zjistili, Ze krytenky kolonizuji ve vyssich Cetnostech filtra¢ni papir porostly myceliem
nezli papir bez mycelia, a dale, Ze rozmisténi nejéetnéjsi krytenky P. acropodia na papiie porostlém
houbou neni nahodné — jedinci této krytenky byli prikazné blize myceliu, nezli by odpovidalo
nahodnému rozmisténi. ProtoZe v3ak na myceliu nepozorovali Zadné poskozeni, je pravdépodobné, Ze
P. acropodia vyuzivala ke své vyzivé mycelidlni exsudaty a bakterie spiSe nez mycelium (Vohnik et
al. 2011).

Je ziejmé, ze o interakcich saprotrofnich hub a krytenek mame zatim jen minimum informaci,
ackoliv se jedna o staleti studované skupiny organismul, které jsou navic vyznamnymi dekompozitory
rostlinného opadu (Schroter 2001). Neni naptiklad znamo, zda saprotrofni houby v mirném pasu
ovliviiji spoleCenstvo krytenek i na pfirozeném substratu, zda cela tato ekologicka skupina plsobi na

krytenky podobnym zptisobem, nebo se konkrétni druhy hub ve svém efektu lisi, nebo zda se jedna
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o vliv piimy ¢i zprostfedkovany jinymi organismy. Smyslem ptfedkladané prace je tuto mezeru

V poznéni vztahil organismi v opadu alesponi z ¢asti vyplnit.

3.3. Cile a struktura prace

Ve své préaci jsem se zaméfila na vztah krytenek a saprotrofnich hub v opadu jehli¢natych
dfevin mirného pasu; obzvlastni pozornost jsem vénovala opadu smrku ztepilého (Picea abies).

Snazila jsem se ovéfit nasledujici hypotézy:

I.  Houby z opadu jehli¢énanti ovliviiuji prostorovou distribuci krytenek, a to jak v laboratornich
podminkéch, tak na pfirozeném substratu.

I. Krytenky v opadu konzumuji spory a mycelia hub, mycelidlni exsudaty a bakterie asociované
s myceliem.

I11. Krytenky maji odlidny vztah k riznym druhtim hub z opadu.

Abych mohla ovéfit stanovené hypotézy, vyuzila jsem &tyf riznych metodickych ptistupt.

V jejich ramci jsem hledala odpovédi na nasledujici dil¢i otazky:

1. Kultivace opadu tfi druhti jehli¢nant ve vlhkych komtirkach
- Které druhy hub se vyskytuji ve vlhkych komirkach?
- Které krytenky kolonizuji filtra¢ni papir vlhkych komirek? Jsou jejich Cetnosti a distribuce
ovlivnény druhem jehli¢nanu, pfitomnosti mycelia a spor ¢i konkrétnimi druhy hub?
2. Environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie
- Jaké je druhové slozZeni spole¢enstva krytenek na jehlicich, méni se béhem kultivace a je
ovlivnéno mnozstvim mycelia na jehlicich?
- Je n¢ktery druh krytenky na jehlicich asociovan s myceliem?
3. Kultiva¢ni experiment s zivym a usmrcenym myceliem tfi druhti hub
- Jsou Cetnosti a rozmisténi krytenek zavislé na druhu houby a stavu mycelia?
4. Kultivace ve vlhkych komtrkach s omezenim rlstu bakterii a autotrofnich organismt

- Jsou Cetnosti krytenek ovlivnény piitomnosti bakterii a autotrofnich organisma?

Kromé téchto &tyt hlavnich Casti prace jsem jesté kultivovala krytenky v kulturdch (pro

experiment s Zivym a usmrcenym myceliem) a testovala jejich odolnost vii¢i antibiotikiim (za ti¢elem

experimentu s omezenim riistu bakterii a autotrofnich organismii).
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4. METODIKA

4.1. Lokality, odbér vzorki

Vzorky jehli¢i pochazely z Klanovického lesa (méstska ¢ast Praha — Klanovice) a z narodniho

parku Ceské Svycarsko (Krasna Lipa, méstska ¢ast VI&i Hora) (Tab. 1). Mate¢nou horninou byly na

vdech lokalitach piskovce, ptida byla lehka, pis¢ita az hlinito-pis¢ita. PouZila jsem jehlice z opadové

vrstvy (L-horizont), shirané vzdy pod cilovou dievinou: modiinem opadavym (Larix decidua Mill.),

smrkem ztepilym (Picea abies (L.) Karsten) nebo borovici lesni (Pinus sylvestris L.) (Tab. 2). Vzorky

jsem ukladala do sterilnich uzaviratelnych polyethylenovych sackt a zpracovala pokud mozZno do

24 h; nebylo-li to mozné, skladovala jsem je pii 5 °C.

Tab. 1: Lokality odbéru vzork

Uzemi Koéd Poloha Souradnice Nadm. v. Orientace Vegetace

lokality (mn.m.)
Klanovicky KL1 120 mvych.od  50°5'31"N 260 rovina bezkolencova doubrava
les okraje obce (ul.  14°40'31"E (Molinio arundinaceae-

KL 2

KL3

Ceské cs1
Svycarsko

CS2

CS3

cS4a

Mechovka)
250 m vych. od

okraje obce (ul.

Mechovka)
280 m vych. od

okraje obce (ul.

Mechovka)

Kamenny vrch
(vrchol)

Koglerova nauénd

stezka, mezi

lokalitami Telenec

a Pétidomi
Krepelci dal
(v udoli VI¢iho
potoka)

Krepelci dal
(v udoli VI¢iho
potoka)

Quercetum), vysadba

P. sylvestris, P. abies,
roztrousené L. decidua,
E1l: Molinia arundinacea,
Vaccinium myrtillus

50°5'31"N 260 rovina
14°40'38"E

50°5'33"N 260 rovina
14°40'40"E

50°55'29"N 500 JV svah modfinova monokultura
14°27'19"E (stari 80 let), bez nizsich

50°55'53"N 460 I svah vegetaclnich pater

14°27'17"E

50°55'59"N 350 dno ZSZ podmacena smrcina
14°26'22"E orient. (Bazzanio-piceetum),
rokle E1l: Avenella flexuosa, Carex
brizoides, Vaccinium
myrtillus, EQ: Sphagnum
spp., Dicranum scoparium,
Bazzania trilobata

50°56'0"N 380 skalni acidofilni brusnicovy bor
14°26'23"E hibet, JZ (Vaccinio myrtilli-Pinetum
svah sylvestris), E1: Avenella
flexuosa, Calluna vulgaris
EO: Campylopus flexuosus,
Cladonia spp.
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4.2. Kultivace ve vlhkych komirkach

Pro souéasné studium hub a krytenek na jehlicich jsem pouzila metodu vlhkych komurek. Do
sklenéné Petriho misky o priméru 14 cm jsem vloZila polypropylenovou miizku (velikost ok 2 mm,
tloustka miizky 1,3 mm), na ni bunicitou vatu a na ni filtra¢ni papir (vSe kruhy o priméru 13,5 cm).
Misky jsem sterilizovala v autoklavu (125 kPa, 121 °C, 20 min). Do kaZzdé misky jsem poté doplnila
10 ml destilované vody sterilizované stejnym zpusobem. Na filtraéni papir jsem pienesla jehlice
z odbérovych sackl z opadu tii druhd jehliénant (kap. 4.1) ze dvou oblasti (Tab. 1); v piipadé
borového opadu jsem do komurek vkladala celé svazky dvou jehlic. ZaloZila jsem 18 vlhkych
komurek, vzdy po tfech opakovanich od kazdé kombinace oblasti a druhu jehli¢énanu (Tab. 2). VIhké
komiirky jsem umistila na okenni parapet (mezi vnitini a vnéj$i dil dvoudilného okna) v budové
Benatska 2 (Praha 2), kde byly vystaveny teplotnimu a svételnému rezimu (stéidani svétla a tmy, denni
a sezonni Kkolisani teploty), srovnatelnému s ptirozenymi podminkami. Vlhké komirky jsem
pravidelné kontrolovala a v piipadé¢ potieby dopliiovala sterilni vodu. Kultivace probihala po
8 mésicu.

Tab. 2: VIhké komiirky — Udaje o plvodu a poctu jehlic a datu zaloZeni

komtrka zdrojopadu lokalita pocet celkova délka zaloZeno
jehlic* jehlic (mm)

B1 borovice lesni KL 3 8 726 20. 3. 2009
B2 8 822

B3 8 676

B5 CS4 8 702 20. 4. 2009
B6 8 658

B7 8 617

M1 modfin opadavy KL 2 32 598 20. 3. 2009
M2 32 509

M3 32 544

M5 cs1 24 443 20. 4. 2009
M6 24 464

M7 CSs2 24 633

S1 smrk ztepily KL1 32 406 20. 3. 2009
S2 25 317

S3 32 415

S5 CS3 31 440 20. 4. 2009
S6 32 475

S7 32 507

* U borovice se jedna o pocet svazkd dvou jehlic.

Vlhké komirky jsem vyhodnocovala pod binokularni lupou (Leica EZ4, reZim plného a
pruchoziho svétla, zvétseni 30x), zjistovala jsem pFitomnost a pocet krytenek viditelnych na filtra¢nim
papife, kazdého jedince jsem piifadila k té jehlici (resp. svazku dvou jehlic), jiZz byl nejblize. Déale
jsem zaznamenavala pfitomnost spor hub, pfitomnost svétlého mycelia a mnozstvi pigmentovaného
myecelia na filtracnim papife na ¢tyfstupnové skale (0 — zadné viditelné mycelium na filtracnim papife;

1 — mycelium vyrusta z jehlice v hustot¢ mensi nez 1 hyfa na 1 mm jehlice, 2 — mycelium vyrista
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z jehlice v hustoté 1-5 hyf na 1 mm jehlice, 3 — mycelium vyrista z jehlice v hustoté vétsi nez 5 hyf
na 1 mm jehlice). Krytenky jsem urCovala podle morfologickych znakt schranek ve svételném
mikroskopu (Olympus CX31, zvétseni 1000x), pracovala jsem s vodnimi preparaty. Krytenky jsem
uréovala podle téchto zdroji: Clarke (2003), Ogden et Pitta (1989), Ogden (1984). Houby jsem
urCovala podle morfologickych znaki za pouziti téhoz mikroskopu, pouzivala jsem preparaty
V Meltzerové ¢inidle a v kyseliné mlé¢né. Houby jsem urcovala zejména podle téchto publikaci: Ellis

1971, 1976, Matsushima 1975, Crous et al. 2007.

4.3. Environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie

Pro detailngj$i studium spolecenstva krytenek na smrkovych jehlicich jsem pouZila
environmentalni reZzim (ESEM: -12 °C, 230 Pa, 20 kV, pracovni vzdalenost 8,6-11 mm) skenovaciho
elektronového mikroskopu FEI Quanta 200 (FEI, Brno), pozorovani jsem realizovala v Optické
laboratoii Botanického ustavu Akademie véd CR. ProtoZe pii kultivaci opadového jehli¢i ve vlhkych
komurkach (kap. 4.2) se béhem prvniho mésice kultivace nejvice krytenek objevilo v komirkach
s jehlicemi smrku ztepilého z lokality KL 1 (Tab. 1), vybrala jsem si pro dalsi pozorovani pravé tento
druh opadu a tuto lokalitu. Prohlédla jsem 12 opadovych jehlic odebranych z lokality 20. 5. 2009 (tyto
jehlice neprodly zadnym druhem kultivace) a 12 jehlic kultivovanych po 8 mésici ve vlhkych
komurkach (kap. 4.2, vybrala jsem kaZdou sedmou jehlici, tedy po 4 jehlicich z komurek S1, S2 a S3).
ProtoZe se v rezimu ESEM vzorky na stolek elektronového mikroskopu ptilepuji a pfi odlepovani se
jejich spodni strana poskozuje, a také se kvuli piedeslému plisobeni mrazu a vakua pii odlepovani
Casto rozpadaji, kaZzdou jehlici jsem studovala jen zjedné strany. Hodnotila jsem pokryti jehlic
myceliem na tfistupniové Skale (do 33%, 34-66%, nad 67%). Zaznamenala jsem vSechny nalezené
krytenky (za zvétSeni 900x), u kazdého jedince jsem zaznamenala, zda byl ¢i nebyl v kontaktu
s myceliem. Krytenky jsem urCovala (pfi zvétSeni az 9000x) zejména podle publikaci Ogden et
Hedley (1980) a Clarke (2003), srovnavala jsem téz s pracemi Leidy (1879), Deflandre (1936), Netzel
(1977), Colteaux et al. (1979), Ogden (1984), Ogden et Pitta (1989).

4.4. Kultivace krytenek

Pro ziskani dostate¢ného poctu jedincti pro dalsi experimenty bylo nutné rozmmoZovat

krytenky v kulturach.

4.4.1. Kultivace druhu Arcella discoides Ehrenberg, 1843

Krytenky druhu A. discoides jsem kultivovala podle upravené metody Ogdena a Pitty (1989).
Do sterilnich sklenénych Petriho misek (primér 4 cm) jsem nanesla 2 ml obohaceného agaru (na 250
ml destilované vody 4 g agaru a 0,25 g drcenych suSenych mladych listd obilovin) a po ztuhnuti jej
prekryla 2 ml okyseleného Prescottova-Jamesova roztoku (Tab. 3). Misky i obé média jsem
sterilizovala v autoklavu (125 kPa, 121 °C, 20 min) a piiprava misek probihala za sterilnich podminek.

Do roztoku v miskach jsem sterilni jehlou pienesla 2—-23 krytenek, odebranych z filtra¢niho papiru

22



vlhkych komurek (viz kap. 4.2). Ve shod¢ se vzorovou metodou (Ogden et Pitta 1989) jsem krytenky
nesterilizovala, za potravu jim slouZily bakterie pifenesené do kultury na jejich povrchu. Kultivace
probihala za teploty 21 °C. Kultury, v nichz doSlo k rozmnozeni krytenek, jsem pieockovala obvykle
po tfech az ¢tyfech tydnech, krytenky jsem pienasela sterilni jehlou ¢i pipetou. Krytenky jsem pocitala

pod binokularni lupou v rezimu pruchoziho svétla.

Tab. 3: Pfiprava okyseleného Prescottova-Jamesova roztoku

Postup pfi pFipravé

1. Pripravit dil¢i roztoky A, B, Ca D.

2.Po 0,1 mlroztok(l A, B a C pfidat k 999,7 ml destilované vody.

3. Vznikly roztok okyselit roztokem D v poméru 50 : 1 (obj.). Okyseleny roztok ma pH 6.
SloZeni dilich roztoku

roztok A roztok B roztok C roztok D

CaCl, 3,27¢g K;HPO;  5,12¢ MgSO, 2,8¢g EDTA Ferric sodium 1lg
KCl 1,62¢g H,0 100 ml H,0 100 ml H,0 100 ml
H,0 100 ml

4.4.2.0dolnost krytenky A. discoides vaci antibiotikiim

Pro tcely dalsiho pokusu (kap. 4.6) jsem zkou3ela odolnost krytenky A. discoides vuéi
antibiotikiim. NamnoZené krytenky jsem sterilni dutou jehlou pienesla do roztoku penicilinu G
(Sigma-Aldrich; 300 U/ml) a streptomycin-sulfatu (Balkanpharma; 0,05 mg/ml) a do sterilni
destilované vody (kontrola) ve sterilnich sklenénych Petriho miskach. Miskami jsem kratce zakrouzila
Vv ruce (pfiblizné 5 ot./3 s) a nechala je stat v klidu. Po péti minutach jsem krytenky sterilni jehlou
ptenesla do sterilni destilované vody a takto omyté vlozila do novych Petriho misek s obohacenym
agarem a okyselenym Prescott-Jameseovym roztokem (kap. 4.4.1), do né&jz jsem ptidala kapku roztoku
z pavodni kultiva¢ni misky (jako inokulum bakterii — potravy krytenek). Pro kazdé antibiotikum a
kontrolu jsem pouzila tfi misky 0 4-12 jedincich. Zmény poctu krytenek v téchto kulturach jsem
sledovala po 18 dni. Uginnost antibiotik viiéi bakteriim jsem kontrolovala roztérem vody, v niZ byly
krytenky omyty, na masopeptonovém agaru (masova infuze s 1% peptonu, 0,5% NaCl a 2% agaru),

ktery byl poté kultivovan pii 21 °C po dobu 18 dni.

4.4.3. Kultivace druhu Phryganella acropodia (Hertwig et Lesser, 1874) Hopkinson, 1909
Pro kultivaci krytenky druhu P. acropodia jsem pouZila jednak stejnou metodu, jako pro druh
A. discoides, jednak upravenou metodu Ralfa Meisterfelda (pers. com.): Do sklenénych Petriho misek
(pramér 4 cm) jsem nanesla 2 ml 1% agaru a po ztuhnuti jej piekryla 2 ml upraveného
Erdschreiberova média (Tab. 4). Do kazdé misky jsem piidala 1 kapku suspenze bentonitu ENOBENT
MICRO v destilované vodeé (1 g bentonitu na 15 ml vody) jako zdroj xenosomul. Do kazdé misky jsem
sterilnim paratkem pfenesla malé mnozstvi kvasinek Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C.
Hansen slouZicich jako potrava. Petriho misky, agar, Erdschreiberovo médium a suspenzi bentonitu
jsem piedem vysterilizovala v autoklavu (125 kPa, 121 °C, 20 min). Z filtratniho papiru vlhkych

komurek (viz kap. 4.2) jsem sterilni jehlou pienesla vzdy nékolik krytenek do Petriho misky se
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sterilnim Erdschreiberovym médiem, misku jsem mirné protiepala v ruce a krytenky ptenesla jehlou
do roztoku v ptipravenych kultiva¢nich Petriho miskach (7-12 krytenek na misku). Kultivace
probihala za teploty 21 °C. Kultury, v nichZ doSlo k rozmnoZeni krytenek, jsem pieockovala po

Ctytech tydnech; krytenky jsem pocitala pod binokularni lupou v rezimu priichoziho svétla.

Tab. 4: Pfiprava upraveného Erdschreiberova média

SloZeni upraveného Erdschreiberova media

KNO; 20 mg

KH,PO, 10 mg

EDTA Ferric sodium 8 mg

voda z lokality pavodu krytenek 992,5 ml
(prefiltrovana pres filtracni papir)

extrakt z opadu 7,5 ml

P¥iprava extraktu z opadu

1. 50 g smrkového opadu rozmichat ve 120 ml destilované vody.
2. Zahtat k varu a udrZovat ve varu po dobu 30 min.

3. Prefiltrovat pres filtracni papir.

4. Filtrat doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml.

4.5. Kultivace krytenky A. discoides s Zivym a mrtvym myceliem

Pro zodpovézeni otazky, zda je vyskyt krytenek ovlivnén druhem a fyziologickym stavem
mycelia, jsem provedla nésledujici experiment. Z komt ek S2 a S3 (Tab. 2) jsem po 19 dnech
kultivace izolovala 6 morfotypti hub, jejichz mycelium bylo na filtraénim papife obklopeno
krytenkami. Z téchto morfotypt jsem pro nasledujici pokus vybrala tii nejrychleji rostouci (H1 a H2
z komurky S2, jehlice 22 a H3 z komurky S3, jehlice 15). Na zakladé sekvenace ITS1-5,8S-ITS2
oblasti rDNA byla H2 identifikovana jako Herpotrichia juniperi (Duby) Petr; pro H3 byl nejblizSim
izolatem stejné oblasti DNA v databdzi GeneBank izolat Access. No. AY969660 (nekultivovana
vieckovytrusa houba, z pudy listnatého lesa; O'Brien et al. 2005); sekvenace H3 se nezdafila.

Na kolonie hub rostouci v Petriho miskach na 2° sladinovém agaru z pivovarnické sladiny
(2% hm. sachardzy na 1000 ml destilované vody + 20 g agaru) jsem poloZila 10 kust sterilnich jehlic
smrku ztepilého (z lokality KL 1). Po étrnacti dnech inokulace jsem tyto jehlice pienesla do vlhkych
komurek (vZdy jednu jehlici na Petriho misku), ptipravenych stejné, jako v kap. 4.2, stémito
vyjimkami: pramér misek byl 9 cm (¢emuz odpovidal i pramér vkladanych ¢asti) a komirky byly
zvlhéeny 2 ml sterilni destilované vody. Zaroven jsem ptipravila kontrolni komurky, do nichZ jsem
vloZila sterilni smrkové jehlice. Kultivace probihala pfi teplot¢ 21 °C po dobu 35 dni, béhem niz
mycelium porostlo filtra¢ni papir v okoli jehlice. Poté jsem v poloviné misek s inokulovanymi
jehlicemi mycelium usmrtila klavovanim (125 kPa, 121 °C, 20 min). Vzniklo tak 6 variant pokusu
(H1, H2 nebo H3, od kazdé houby mycelium Zivé nebo usmrcené) a kontrola, vzdy po 5 opakovanich
(miskach). Do kazdé misky jsem poté vloZila sterilni jehlou 8 jedinci krytenky druhu A. discoides
z aktivnich kultiva¢nich Petriho misek (kap. 4.4.1), omytych ve sterilni filtrované vodé. Krytenky jsem
umistovala na jednu stranu od jehlice do vzdalenosti ptiblizné 2 cm od ni tak, aby nebyly v kontaktu
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s myceliem. Zaroven jsem doplnila sterilni vodu, bylo-li potieba, tak, aby byl filtra¢ni papir vlhky.
Vysledky pokus jsem zjistovala po 10, 24 a 38 dnech pozorovanim pod binokularni lupou v rezimu
prichoziho a dopadajiciho svétla; zaznamenavala jsem pocty krytenek, které byly v kontaktu
s myceliem a mimo mycelium.

Pokus jsem zopakovala jest¢ jednou pouze s H2 (H. juniperi) a sterilnimi jehlicemi jako
kontrolou, s nékolika zm&nami: Mycelium jsem po 13 dnech usmrtila l4zni v 30% H,O, po dobu 30 s,
nasledné jsem komurku promyla sterilni vodou a nechala 4 dny probihat samovolnou redukci
peroxidu. Poté jsem do kazdé komurky pomoci pipety vloZila 20 krytenek (a doplnila vodu, bylo-li
tieba). Poéty krytenek jsem zjist'ovala po 22 dnech. Po dalSich dvou dnech jsem tyto krytenky pienesla
do novych Petriho misek ptipravenych podle kap. 4.4.1, abych zjistila, zda jsou dosud schopné se
rozmnozovat. Zaroven jsem do komirek s Zivym myceliem a se sterilnimi jehlicemi pfidala 10 novych
krytenek A. discoides (na druhou stranu jehlice, nezli piedeslé), jejichZ pocet jsem zjistovala po 34

dnech.

4.6. Kultivace ve vlhkych komiirkach s omezenim ristu bakterii

a autotrofnich organismi

Pro zjisténi, zda jsou krytenky ve vlhkych komurkach svou vyzivou zavislé na bakteriich,
ptipadné zelenych fasach a sinicich, jsem zaloZila nasledujici pokus. Vlhké komurky jsem piipravila
stejnym zpusobem, jako v kap. 4.5, s touto vyjimkou: komirky byly zvlhéeny 5 ml vody. Pfipravila
jsem 40 komurek, do kazdé jsem vlozila pét jehlic z opadu smrku ztepilého, odebranych v fijnu
z lokality KL 1 (Tab. 1). Kultivace probihala za stejnych podminek, jako v kap. 4.2, avsak komirky
jsem navic vloZila po péti do igelitovych sackd, abych zabranila jejich vysychani. Polovinu komurek
jsem zatemnila alobalem za ucelem omezeni rastu autotrofnich organismu. Po 107 dnech kultivace
jsem spocitala krytenky u jednotlivych jehlic (viz kap. 4.2) a jak zatemnéné komurky, tak
nezatemnéné komurky jsem rozdé¢lila na dvé poloviny vyvadZzené podle poétu nejcetn&jsi krytenky
(P. acropodia) a dale podle poctu ostatnich krytenek. K poloviné zatemnénych a k poloviné
nezatemnénych komtirek jsem po sténé pripipetovala po 6 ml sterilniho roztoku penicilinu G (Sigma-
Aldrich) o koncentraci 0,31 mg/ml (v komirkach byly tou dobou pfiblizné 4 ml vody, vysledna
koncentrace penicilinu tedy odpovidala pfiblizné¢ 300 U/ml). Po tfech hodinach jsem z misek opatrné
slila ptebyte¢nou kapalinu, pfidala po 10 ml sterilni destilované vody a vodu opét slila. Druhou
polovinu misek jsem oSetfila stejnym zplsobem, ale misto roztoku penicilinu jsem pouzila
destilovanou vodu. Cely proces jsem opakovala po 68 a 122 dnech. Vznikly tak ¢tyfi pokusné varianty
(zatemnéné nebo nezatemnéné, bud’ s antibiotiky, nebo bez nich), kazda po 10 opakovanich (miskach
s péti jehlicemi). Krytenky u jednotlivych jehlic jsem secetla po 244 dnech kultivace (viz kap. 4.2),
dale jsem u kazdé jehlice zaznamenala piitomnost spor hub a mnozstvi pigmentovaného mycelia na

Ctyfstupniové skale (viz kap. 4.2).
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4.7. Statistické vyhodnoceni

4.7.1. Analyza dat o druzich hub z jehlic kultivovanych ve vihkych komiirkach

Druhové slozZeni hub na jehlicich (kap. 4.2) jsem zkoumala technikami mnohorozmérné
analyzy dat. Z analyzy jsem vyloucila taxony hub s frekvenci vyskytu mensi nez 5 % (tedy takové,
které se vyskytly na méné nez 20 jehlicich). Identifikované i neidentifikované druhy rodu
Cladosporium jsem zafadila do jednoho taxonu Cladosporium spp. Neidentifikované zastupce fadu
Mucorales jsem zahrnula do jednoho taxonu. Nasledné¢ jsem vylouéila snimky, na nichz se
nevyskytoval Zadny zhodnocenych taxont hub. Zbylo 252 jehlic (,snimki“) a 7 taxond hub
(,,druhtr®), znichz nejvzacnéj§i se vyskytoval na 9,9 % snimkd. Data predstavuji udaj o
vyskytu/absenci houby na jehlici.

Z diivodu presenéné-absencniho charakteru dat jsem pouZzivala unimodalni techniky. Data
jsem rozdélila technikou DCA (detrended correspondence analysis). Déle jsem testovala vliv druhu
jehli¢nanu a lokality na druhové slozeni hub technikou CCA (canonical correspondence analysis),
v prvnim piipadé s lokalitou a v druhém sdruhy jehlinani jako kovariatami; permutacni testy
sestavaly ze 499 permutaci provadénych v blocich definovanych kovariatami. Mnohorozmérné
analyzy jsem provedla v programu Canoco for Windows 4.5 (Centre for Biometry Wageningen,
CPRO-DLO, Nizozemsko), grafy jsem vyhotovila v programu CanoDraw 4.0 (ter Braak et Smilauer
2002).

4.7.2. Analyza dat o krytenkéch z jehlic kultivovanych ve vlhkych komiirkach

K analyze dat o ¢etnostech krytenek ve vlhkych komirkach (kap. 4.2) jsem pouzila zobecnéné
linearni modely (GLIM) s kvasi-poissonovskym rozdélenim zavislé proménné (toto rozdéleni jsem
uptednostnila pted poissonovskym, nebot’ rezidualni deviance v modelech prevySovala ptislusny pocet
stupnii volnosti) a logaritmickou transforma¢ni funkci. Nejvhodné&jsi model jsem hledala sestupnym
vybérem nezavisle proménnych (pfipoustéla jsem i interakce mezi nezavisle proménnymi), modely
jsem srovnavala a jejich jednotlivé ¢leny testovala F-statistikou (pii hladiné testu 0,05). Zabyvala jsem
se jen tfemi dominantnimi druhy krytenek (Arcella discoides, Phryganella acropodia a Assulina
muscorum), nebot’ dal$i druhy jsem nalezla pouze v po¢tu nékolika jedincti; analyzovala jsem kazdy
druh zvlast.

Nejprve jsem testovala vliv Gzemi a druhu jehli¢énanu na Cetnost krytenky; data predstavovaly
Cetnosti krytenek v jednotlivych komurkach, vazené celkovou délkou jehlic v komiirce.

Dale jsem zjistovala, zda je rozmisténi krytenek v komirkach ovlivnéno mnozstvim
pigmentovaného mycelia, ptitomnosti svétlého mycelia a pFitomnosti spor. V tomto piipadé jsem
z analyzy vyloucila komirky, v nichZ se vyskytovalo méné jak 1 % nalezenych jedinci dan¢ho druhu
krytenky. Takto zbylo k analyze 201 jehlic s 870 jedinci A. discoides, 241 jehlic s 19 196 jedinci
P. acropodia a 192 jehlic s 29 408 jedinci A. muscorum; data predstavovaly poéty krytenek v okoli
jednotlivych jehlic. Jelikoz se jednotlivé komurky lisily poctem krytenek, do téchto modelil jsem vzdy
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zatadila jako prvni €len (prvni zavislou proménnou) pfislusnost jehlice ke komurce (ktera zaroven
postihuje i pfislusnost k uzemi a druhu jehli¢nanu).

Nakonec jsem pfistoupila k analyze vztahu krytenek K jednotlivym taxontim hub. Uréené i
neurcené zastupce rodu Cladosporium jsem zatadila do jednoho taxonu Cladosporium spp. Vybrala
jsem takové taxony hub, které se v nékteré z kombinaci jehliénanu a Gizemi vyskytly na vice jak 15 %
jehlic (po vylouceni komuirek, v nichZ se vyskytovalo mén¢ jak 1 % nalezenych jedincti daneho druhu
krytenky), a k analyze jsem pouZila pouze data z téchto komirek. Pro kazdou krytenku tak vznikly dvé
az tii sestavy dat: a) sestava s houbami Cladosporium spp. a Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
zahrnovala 96 jehlic (komurky M1-M3) pro druhy A. discoides a P. acropodia, resp. 64 jehlic (M1,
M3) pro A. muscorum; b) sestava s houbami Desmazierella acicola Lib. a Sympodiella acicola W.B.
Kendr zahrnovala 32 jehlic (B1-3, B5) pro druhy A. muscorum a P. acropodia (pro A. discoides by
ptichazely v tivahu jen dvé z komurek, tj. 16 jehlic, a to povazuji za piili§ maly pocet pozorovani);
c) sestava s neidentifikovanou sporulujici vieckovytrusou houbou (Pezizomycotina sp. 1)
zahrnovala 209 jehlic (B1-B3, M1-M3, S1-S3) pro P. acropodia, 201 jehlic (B1, B3, M1-M3, S1-S3)
pro A. discoides, resp. 152 jehlic (B1-B3, M1, M3, S1, S3) pro A. muscorum. (Zavrhla jsem moznost
analyzovat vztah A. muscorum a rhizomorf Marasmius androsaceus (L.) Fr., nebot’ v piislu§né sestavé
dat by z 32 jehlic bylo jen pét bez rhizomorf). V sestavach jsem nejprve vyloucila ty nezavislé
proménné (komurka, tmavé mycelium, svétlé mycelium, spory), které v nich nevykazovaly Zadnou,
nebo velice nizkou variabilitu (liSila se jedna nebo dvé jehlice), a ty, které pro dany druh krytenky
nevysly v ptedchozi analyze vyznamné. Poté jsem v kaZzdé sestavé hledala nejvhodnéj$i model ze
zbylych proménnych a ten jsem srovnavala s modelem obohacenym o informaci o piitomnosti
ptislusného druhu houby. Zobecnéné linearni modely jsem sestavovala a testovala v programu
R 2.11.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Viden, Rakousko).

4.7.3. Analyza dat ziskanych pozorovanim jehlic v elektronovém mikroskopu

Analyzovala jsem Cetnosti jednotlivych druht krytenek na 12 kultivovanych a
12 nekultivovanych jehlicich (kap. 4.3). Nejprve jsem pro kultivované a nekultivované jehlice (pro
celé vybéry dohromady) spoéitala Shannonovy indexy diverzity (Shannon H). Shodu Shannonovych
indexl jsem testovala permuta¢nim testem. Jedince, které nebylo mozno uréit do druhu, jsem
z vypoctu vyloucila, nebot’ je mozné, Ze nalezeli k n€kterému ze zahrnutych (zjisténych) druhd.
Vypocty jsem provedla v programu PAST 2.07 (Hammer et al. 2001).

Dale jsem nahlizela na strukturu spolecenstva krytenek prostiednictvim mnohorozmémych
technik. Z téchto analyz jsem vyloucila druhy krytenek s frekvenci vyskytu mensi nez 10 % (tedy
takové, které se vyskytly na méné nez tiech jehlicich). Vzhledem k tomu, Ze pouhé dva jedince rodu
Nebela se mi podafilo ur¢it do druhli, zahrnula jsem tyto jedince spolu sneuréenymi do jedné
kategorie Nebela spp. Obdobné jsem postupovala v pfipadé¢ druhu Arcella discoides, ktery jsem

zahrnula spolu s neur¢enymi jedinci rodu Arcella do kategorie Arcella spp. Naopak u roda, kde pocet
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jedinct uréenych do druhd pocet neuréenych jedincl vyrazné prevysoval (rody Trinema, Euglypha a
Centropyxis), jsem zachovala rozdéleni na jednotlivé druhy a neurcené jedince (ktefi mohli patfit
Kur¢enym druhtim i kjingm druhtim) jsem z analyzy vylouéila. Do analyz nakonec vstoupilo
13 taxont (,,druhti®) a 24 jehlic (,,snimkt‘), data predstavuji udaje o poctu jedinci daného taxonu na
konkrétni jehlici. Pro nasledujici mnohorozmérné analyzy jsem data transformovala; pouZila jsem
druhou odmocninu poctu jedinct na jehlici.

Nejprve jsem zjistila délku gradientu v datech pomoci neptimé unimodalni analyzy DCA, dale
jsem pouZzivala jen linearni analyzy. Pro zjisténi vlivu kultivace na absolutni ¢etnosti krytenek na
jehlicich jsem pouzila ptimou ordina¢ni techniku RDA (redundancy analysis), pro zjisténi vlivu
kultivace na pomérné druhové zastoupeni krytenek pak RDA se standardizaci dat pfes snimky;
permutacni testy v obou piipadech sestavaly ze 499 volnych permutaci. Vysledky jsem srovnala
s nepiimou analyzou PCA (principal component analysis). Pro zjisténi vlivu porostlosti jehlice
myceliem na absolutni ¢etnosti a pomérné druhové zastoupeni krytenek jsem pouZila techniku RDA
(bez a se standardizaci dat pfes snimky), s kultivaci jako kovariatou; permutaéni testy sestavaly ze 499
permutaci omezenych na bloky definované kovariatou. Kultivace byla binarni proménnou s hodnotou
0 pro nekultivované jehlice, 1 pro kultivované. Porostlost jehlice myceliem jsem vyjadfila jako
kvantitativni proménou s hodnotou 1 pro pokryvnost mycelia do 33%, 2 pro pokryvnost 34-66%, 3
pro pokryvnost nad 67%. Mnohorozmérné analyzy jsem délala v programu Canoco for Windows 4.5
(Centre for Biometry Wageningen, CPRO-DLO, Nizozemsko), grafy jsem vyhotovila v programu
CanoDraw 4.0 (ter Braak et Smilauer 2002).

Déle jsem pomociX 2 testu homogenity (pti hlading testu 0,05) zjidtovala, zda se néktery/é
z druht krytenek nalézal/i v kontaktu s myceliem castéji nez ostatni druhy, tj. srovnavala jsem pocty
jedinctu jednotlivych druhd, které byly a nebyly v kontaktu s myceliem. Hodnotila jsem osm
nejcetngjSich druhd, tedy takovych, pro néZz ocekavané Cetnosti nebyly niz§i péti. Vypocet jsem

provedla v programu PAST 2.07 (Hammer et al. 2001).

4.7.4. Analyza dat o krytence A. discoides kultivované s Zivym a mrtvym myceliem

Data o kontaktu krytenek s myceliem tfi druhti hub ve vlhkych komurkach (kap. 4.5) jsem
analyzovala pomoci logistické regrese. Nezavislou proménnou byl kontakt/absence kontaktu jedince
s myceliem, zavislymi proménnymi pak druh houby a stav mycelia (zivé/mrtvé). K testovani jsem
pouZila X ? statistiku (pfi hladin& testu 0,05). Analyzu jsem provedla v programu R 2.11.1 (The R

Foundation for Statistical Computing, Viden, Rakousko).

4.7.5. Analyza dat ziskanych kultivaci jehlic s omezenim ristu bakterii a autotrofnich
organismu
Data o ¢etnostech krytenek ve vihkych komurkach oSetfenych ¢tyfmi zpisoby (kap. 4.6) jsem
analyzovala prostfednictvim zobecnénych linearnich modelt (GLIM). PouZila jsem modely s kvasi-

poissonovskym rozdélenim zavislé proménné (nebot’ se jednalo o Cetnosti a rezidudlni deviance
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v modelech prevySovala pfislusny pocet stupnd volnosti) a logaritmickou transformac¢ni funkci.
Nejvhodnéjsi model jsem hledala sestupnym vybérem nezavisle proménnych (vCetné interakci),
k testovani jsem pouZzila F-statistikou (pfi hlading testu 0,05). Analyzovala jsem pouze Cetnosti druhu
P. acropodia, nebot’ ostatni druhy krytenek se v jednotlivych variantach pokusu vyskytly pouze
v jednom, nejvySe dvou opakovanich. Zanalyzy jsem vylou¢ila komurky, vnichz se druh
P. acropodia nevyskytoval.

Nejprve jsem zjistovala vliv svételnych podminek a aplikace antibiotika; data piedstavovaly
Cetnosti krytenky v komiirkach po 244 dnech kultivace. Poté jsem testovala vliv mnozstvi mycelia a
pfitomnosti spor na distribuci jedinct; data piedstavovaly pocty krytenek v okoli jednotlivych jehlic
po 244 dnech kultivace. PIny model v tomto piipadé zahrnoval také proménnou piislusnost jehlice ke
komurce. Zobecnéné linearni modely jsem sestavovala a testovala v programu R 2.11.1 (The R

Foundation for Statistical Computing, Viden, Rakousko).

4.8. Seznam zkratek

Taxony hub a krytenek jsem pro potieby analyz a grafii zkratila nize uvedenym zpiisobem

(Tab. 5, Tab. 6); ostatni zkratky jsou vysvétleny v textu.

Tab. 5: Taxony krytenek — zkratky pouzité v grafickém vystupu PCA

Zkratka Taxon

ArcSpp  Arcella spp.

AssMus  Assulina muscorum Greef, 1889

CenAer Centropryxis aerophila Deflandre, 1929

CorDub  Corythion dubium Taranek, 1882

EugCil Euglypha ciliata (Ehrenberg, 1848) Leidy, 1878

EugCom Euglypha compressa Carter, 1864

EugRot  Euglypha rotunda Weiles, 1911

EugStr Euglypha strigosa (Ehrenberg, 1872) Wailes et Penard, 1911
NebSpp Nebela spp.

PhrAcr  Phryganella acropodia (Hertwig et Lesser, 1874) Hopkinson, 1909
TriCom  Trinema complanatum Penard, 1890

TriEnc Trinema enchelys (Ehrenberg, 1838) Leidy, 1878

TriLin Trinema lineare Penard, 1890

Tab. 6: Taxony hub - zkratky pouZité v grafickém vystupu CCA

Zkratka Taxon

Mar and Marasmius androsaceus (L.) Fr.
Pezspl Pezizomycotinasp.1

Symaci  Sympodiella acicola W.B. Kendr.
Des aci Desmazierella acicola Lib.
Claspp  Cladosporium spp.

Muc spp Mucorales Fr.

Alt alt Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
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5. VYSLEDKY

5.1. Houby v opadu t#i druhi jehlicnana

Na 400 jehlicich kultivovanych ve vlhkych komirkach (kap 4.2) jsem nalezla 26 sporulujicich
druhii vieckovytrusych hub, sporulujici zastupce fadu Mucorales a rhizomorfy Spicky Zzinéné
(Marasmius androsaceus) (Tab. 7, primarni data v piiloze 9.1).

Tab. 7: Frekvence vyskytu hub na jehlicich z opadu borovice lesni, modfinu opadavého a smrku
ztepilého z Ceského Svycarska a z Klanovického lesa, po kultivaci ve vihkych komtrkach

Taxon houby Frekvence vyskytu (%)
Ceské Svycarsko Klanovicky les
borovice modiin smrk borovice modiin smrk

Mucoromycota

Mucorales 25,3
Ascomycota (anamorfni)

Acrodontium crateriforme (J. F. H. Beyma) de Hoog 1,1 8,3

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 4,2 41,7 11 17,7 5,6

Chaetosphaeria preussii W. Gams & Hol.-Jech. 1,1

Chalara longipes (Preuss) Cooke 2,1

Chalara sp. 1,1

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries 2,8 1,1 9,4

Cladosporium herbarum (Pers.) Link 4,2 6,3

Cladosporium spp. 1,1 9,4

Desmazierella acicola Lib. 25 1,4 50 6,7

Epicoccum nigrum Link 5,6 2,1

Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers 1,4

Oidiodendron sp. 4,2

Penicillium sp. (sekce Biverticillium) 1,1

Scolecobasidium sp. 1,1

Sympodiella acicola W. B. Kendr. 54,2 2,8 79,2 2,1

Torula herbarum (Pers.) Link 2,8

Trichoderma spp. 17,9

Zalerion arboricola Buczacki 2,1

Pezizomycotina cf. Taenionella Nitschke ex F. Lehm. 4,2

Pezizomycotina sp. 1 16,7 2,8 1,1 58,3 55,2 18

Pezizomycotina sp. 2 5,3 1,1

Pezizomycotina sp. 3 2,1

Pezizomycotina sp. 4 4,2

Pezizomycotina sp. 5 4,2 1,4 1,0
Ascomycota (teleomorfni)

Coniochaeta sp. 4,2

Sordaria spp. 12,5 9,7 1,1

Pezizomycotina sp. 6 1,1
Basidiomycota

Marasmius androsaceus (L.) Fr. 2,8 70,5
Podil jehlic, z nichZ vyrostlo mycelium (%) 91,7 41,7 24,2 100 35,4 62,9
Podil jehlic se sporulujicimi houbami (%) 83,3 52,8 37,9 100 78,1 27,0
Pocet nalezenych taxonli 10 9 15 4 8 7
Shannontv index diverzity (H) 1,811 1,487 1,55 1,21 1,447 1,402

! Podil jehlic (v %) v dané kombinaci Gzemi a jehlicnanu, na nichz se taxon hub vyskytoval.
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Zkoumane¢ dieviny i lokality se lisily frekvenci vyskytu mycelia na filtracnim papite vlhkych
komurek, frekvenci sporulace i diverzitou spolecenstva hub (Tab. 7). Mycelium vyrtstalo nejéastéji
z borovych jehlic, nejmensi podil jehlic s myceliem byl u smrkovych jehlic z Ceského Svycarska. Ke
sporulaci dochéazelo rovnéz nejCastéji na borovych jehlicich, nejméné casto pak na jehlicich
smrkovych. Diverzita (druhové bohatstvi i Shannontiv index) byla vy$3i u jehlic z Ceského Svycarska
nezli z Klanovického lesa, ackoliv v pfipadé modiinovych jehlic jsou rozdily minimalni.

Analyzy CCA potvrdily vliv Gzemi (Tab. 8) a druhu jehli¢nanu (Tab. 9, Obr. 5) na druhové
slozeni spolecenstva hub (permutaéni test, p « 0,05), pticemz druh jehli¢nanu se jevi jako vyznamnéjsi
faktor; ostatné ob¢& na druhu jehli¢nanu zavislé kanonické osy dohromady vysvétlily 21,3 % variability
v datech (0,898/4,222 x 100), coz jsou dvé tietiny variability, kterou viilbec bylo mozné zachytit
dvéma osami (prvni 2 osy v analyze DCA totiz vysvétlily celkem 31,3 % variability).

Na borovych jehlicich vyrazné prevladaly druhy S. acicola a D. acicola, doplnéné jesté
neidentifikovanou hyalinni anamorfou vieckovytrusé houby Pezizomycotina sp. 1 (Tab. 7, Obr. 5).
Zatimco na jehlicich z Ceskéhu Svycarska se vyskytlo jesté sedm dal§ich druhti hub, na jehlicich
z Klanovického lesa byl pouze jeden dalsi druh (A. crateriforme) (Tab. 7).

V modiinovém opadu z Ceského Svycarska dominoval druh A. alternata, v Klanovickém lese
u téhoz jehli¢nu pievladal druh Pezizomycotina sp. 1, ackoliv A. alternata se tu vyskytovala rovnéz
s nezanedbatelnou cetnosti. Preferenci modfinového opadu u tohoto ubikvitniho, avsak spise
herbikolniho druhu by bylo mozné vysvétlit tenci kutikulou a vibec jemnéjsi stavbou opadavych
modiinovych jehlic; podobna situace je i u druhu E. nigrum a u rodu Cladosporium (Tab. 7, Obr. 5).
Ne zcela obvykly je ob&asny vyskyt typicky borovych druht D. acicola a S. acicola na modiinovych
(a v prvém ptipadé i smrkovych) jehlicich (Tab. 7).

Ve smrkovém opadu z Ceského Svycarska se z vieckovytrusych hub vyskytoval s vétsi
Cetnosti pouze rod Trichoderma. Na ¢tvrting jehlic v8ak sporulovali zastupci fadu Mucorales a pies
70 % jehlic poristaly rhizomorfy $picky zinéné (M. androsaceus). VSechny tfi druhy vSak zcela
chybély na smrkovych jehlicich z Klanovického lesa, které se ostatné ukéazaly nejchudsi co do poctu
sporulyjicich jedincti hub. Vice jak jednou se zde vyskytly pouze druhy Pezizomycotina sp. 1,

D. acicola a A. alternata (Tab. 7).

Tab. 8: Analyza CCA vlivu lokality na druhové sloZeni hub na jehlicich

Axes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues 0.293 0.686 0.652 0.575 4.222
Species-environment correlations 0.685 0.000 0.000 0.000

Cumulative % variance of species data 9.5 31.8 53.0 71.7

Sum of all canonical eigenvalues (Trace) =0.293, F=26.120, p=0.002
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Tab. 9: Analyza CCA vlivu druhu jehlicnanu na druhové slozeni hub na jehlicich

Axes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues 0.515 0.383 0.686 0.652 4.222
Species-environment correlations 0.830 0.736 0.000 0.000

Cumulative % variance of species data 14.0 24.4 43.0 60.8
Sum of all canonical eigenvalues (Trace) = 0.898, F=40.037, p=0.002
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Obr. 5: Ordinacni diagram CCA vlivu druhu jehlicnanu na druhové slozeni hub na jehlicich
1. osa vysvétluje 12,2 % variability v datech, 2. 0sa 9,1 %.

5.2. Krytenky v opadu tFi druhi jehlicnant

Ve vlhkych komurkach (kap. 4.2), jejichz mykobiotu jsem rozebrala v ptedchozi kapitole
(kap. 5.1), jsem nalezla celkem 5 druhti krytenek. Mezi nimi vyrazné pievladaly druhy Assulina
muscorum a Phryganella acropodia, nasledované druhem Arcella discoides (Tab. 10, priméarni data
Vv ptiloze 9.1).

Tab. 10: Krytenky nalezené na filtracnim papife vihkych komurek

Druh hrytenky Pocet jedinci Celkem

Ceské Svycarsko Kldnovicky les jedincti

borovice modfin  smrk borovice modfin smrk
Assulina muscorum Greef, 1889 1728 18028 4863 1434 3835 29 888
Phryganella acropodia (Hertwig 1293 1786 11 3540 2794 9813 19 237
et Lesser, 1874) Hopkinson, 1909

Arcella discoides Ehrenberg, 1843 2 52 151 667 872
Corythion dubium Taranek, 1882 8 8
Cyclopyxis kahli Deflandre, 1929 5 5

Zobecnéné linearni modely potvrdily odlisny vyskyt druht A. discoides a P. acropodia ve
studovanych tzemich a na opadu studovanych druht jehlicnant (F-test, p « 0,05). Tyto druhy se
vyskytovaly vyrazné vice v komurkach z Klanovického lesa, pfiGemz nejvySSich Cetnosti zde

dosahovaly ve smrkovém opadu (Tab. 10, Obr. 6). Pravé na tento druh opadu jsem se zaméfila
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v dalSich castech své prace. A. muscorum se ve vlhkych komtrkach vyskytovala zna¢né€ nepravidelné

(v jedné z komiirek ze smrkového opadu z Ceského Svycarska se vyskytla v extrémnim poctu 18 026

jedincu).
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Obr. 6: Primérny pocet krytenek na filtracnim papite vihkych komurek
(na centimetr jehlice vlozené do kom{rky)

Dale jsem zjistovala, zda je rozmisténi krytenek v komurkach ovlivnéno mnoZstvim
pigmentovaného mycelia, pfitomnosti hyalinniho mycelia a pfitomnosti spor; do modeld jsem rovnéz
zafadila piislu$nost jehlice ke komurce, jejiz vliv vySel vzdy statisticky prikazny (GLIM, F-test,
p « 0,05). Na hlading testu 0,05 jsem nezjistila vliv Z&dné z dalSich uvedenych proménnych na druh
A. discoides. U druhu A. muscorum jsem zjistila prikazy pozitivni aditivni vliv pfitomnosti spor
(p = 0,015) a hyalinniho mycelia (p = 4,7.10°°). Pro P. acropodia vysel prikkazny pozitivni (aé maly)
vliv mnoZzstvi tmavého mycelia (p = 0,017), a dale interakce svétlého mycelia s pfislusnosti ke
komiirce (p = 5,4.10”) a interakce spor s pfislusnosti ke komiirce (p = 0,018); vzdy se jednalo o
komtirku B5 (jednu ze dvou komtirek z Ceského Svycarska ve zkoumané sestavé dat). Poté, co jsem
tuto komurku z analyzy vyloucila, byl prikazny pouze vliv tmavého mycelia (p = 0,017).

Nakonec jsem se snazila zodpovédét otazku, zda Cetnost nekterého ze tii prevladajicich druhti
krytenek koreluje s vyskytem nékterého z nalezenych taxonti hub. Otestovat jsem mohla pouze vliv
druht A. alternata, D. acicola, S. acicola a Pezizomycotina sp. 1 a rodu Cladosporium. Jedinym
druhem krytenky, u niz pfidani informace o piitomnosti taxonu houby prikazné¢ snizilo devianci
modelu, byla A. discoides, u niZ jsem nalezla pozitivni asociaci s rodem Cladosporium (GLIM, F-test,
p = 0,009).
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5.3. Spolecenstvo krytenek na smrkovych jehlicich

Na 12 jehlicich smrku ztepilého ptimo zopadu a 12 kultivovanych jehlicich jsem ve
skenovacim elektronovém mikroskopu (kap. 4.3) nalezla 21 druhii krytenek, patiicich do 13 rodi

(Tab. 11, priméarni data v piiloze 9.2).

Tab. 11: Krytenky nalezené na kultivovanych a nekultivovanych smrkovych jehlicich

Taxon krytenky Pocet jedinca
jehlice jehlice po
zopadu kultivaci

Arcellinida
Arcella discoides Ehrenberg, 1843 8
Arcella spp. 1 9
Bullinularia indica (Penard, 1907) Deflandre, 1953 1
Centropryxis aerophila Deflandre, 1929 38
Centropryxis spp. 1
Difflugia minutissima Penard, 1904 1 3
Nebela collaris (Ehrenberg, 1848) Leidy, 1879 1
Nebela tincta (Leidy, 1879) Awerintzew, 1906 1
Nebela spp. 1 3
Phryganella acropodia (Hertwig et Lesser, 1874) Hopkinson, 1909 5 429
Euglyphida
Assulina muscorum Greef, 1889 12 258
Corythion dubium Taranek, 1882 24 29
Euglypha acanthophora Ehrenberg, 1841 1
Euglypha ciliata (Ehrenberg, 1848) Leidy, 1878 6
Euglypha compressa Carter, 1864 21
Euglypha rotunda Weiles, 1911 9 288
Euglypha strigosa (Ehrenberg, 1872) Wailes et Penard, 1911 24 18
Euglypha tuberculata Dujardin, 1841 1
Euglypha spp. 8 9
Placocista spinosa (Carter, 1865) Leidy, 1879 1
Tracheleuglypha dentata (Penard, 1890) Deflandre, 1928 1
Trinema complanatum Penard, 1890 29 1
Trinema enchelys (Ehrenberg, 1838) Leidy, 1878 5
Trinema lineare Penard, 1890 9
Trinema spp. 7
Tectofilosida
Pseudodifflugia gracialis Schlumberger, 1845 1
Celkem jedinct 169 1095
Shannontv index diverzity (H) 2,523 1,506

Na nekultivovanych jehlicich vyrazné ptevladali zastupci fadu Eugliphida, a to jak mensi (do
70 pm), prevazné bakteriovorni druhy, jako C. dubium a T. complanatum, tak vétsi druhy plurivorni,
napt. E. strigosa. Do tadu Arcellinida patfilo jen 5,9 % jedincti. Pomérné zastoupeni obou fadu se
zménilo béhem kultivace, na kultivovanych jehlicich patfilo do fadu Arcellinida jiz 44,9 % jedinct, a
to predevs§im kvili vyraznému narGstu abundance mykofagniho druhu P. acropodia, ktery se

vyskytoval na vSech kultivovanych jehlicich s dosti vyrovnanymi ¢etnostmi (v fadu desitek jedinct).
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Oproti tomu A. discoides, kolonizujici béhem kultivace filtraéni papir vlhkych komurek, se na

jehlicich i po kultivaci vyskytovala nepravidelné a s fadové mensi Cetnosti. V fadu Euglyphida béhem

kultivace vyrazné vzrostla ¢etnost drobnych druhtt A. muscorum a E. rotunda (ktera se v3ak vyskytla

jen na poloviné kultivovanych jehlic a navic stadové rozdilnymi cetnostmi) a naopak vymizela

vétSina ostatnich druhd. Na jehlicich s vysokou abundanci druhu E. rotunda chybéli zastupci rodu

Arcella a druh E. strigosa. Vyse uvedené skutenosti se promitaji také do grafického vystupu
z analyzy PCA (Obr. 7).
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Obr. 7: Ordinacni diagram PCA druhového sloZeni spolecenstev krytenek na jehlicich

(bez standardizace dat)

1. osa vysvétluje 61,7 % variability v datech, 2. osa 16,4 %. Je dobfe patrna zména druhového
sloZzeni béhem kultivace (O — jehlice nekultivované, A — jehlice po kultivaci).

Pro mnohorozmérné analyzy spolecenstva krytenek na jehlicich je zasadni, Ze technika DCA

ukazala délku gradientti v datech mens$i nez 3 Gleasony, coz znaci opravnénost pouziti linedrnich

technik (PCA a RDA).

Analyzy RDA s kanonickou proménnou ,.kultivace* prokazaly vliv kultivace na absolutni

Cetnosti (Tab. 12) i pomérné druhové zastoupeni (Tab. 13) krytenek na jehlicich (permutaéni test,
p « 0,05).
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Tab. 12: Analyza RDA vlivu kultivace na absolutni ¢etnosti druh( krytenek na jehlicich

Axes 1 2 3 4
Eigenvalues 0.400 0.355 0.109 0.049
Species-environment correlations 0.853 0.000 0.000 0.000
Cumulative % variance of species data  40.0 75.5 86.4 91.3

Sum of all canonical eigenvalues (Trace) = 0.400, F=14.687, p=0.002

Tab. 13: Analyza RDA vlivu kultivace na pomérné druhové zastoupeni krytenek na jehlicich

Axes 1 2 3 4
Eigenvalues 0.393 0.161 0.132 0.093
Species-environment correlations 0.961 0.000 0.000 0.000
Cumulative % variance of species data 39.3 55.4 68.6 77.9

Sum of all canonical eigenvalues (Trace) =0.393, F=14.265, p=0.002

V této pitimé ordinaci (RDA) vysvétlila kanonicka osa 40 % variability v datech, pfi
standardizaci pies snimky pak 39,3 %. V nepiimé ordinaci (PCA) vysvétlila prvni osa 61,7 %, pfi
standardizaci pies snimky pak 42,9 % variability, coz svéd¢i pro silny vliv kultivace na Cetnost a
pomérné druhové zastoupeni krytenek (kanonickd osa zavisld na kultivaci postihla 65 %, pfi
standardizaci dokonce 90 % variability, kterou v datech viibec bylo mozné zachytit jednou osou). Vliv
kultivace na druhové sloZeni krytenek je ostatné mozné sledovat i na grafickém vystupu z neptimé
techniky PCA (Obr. 7), kde jsou nekultivované a kultivované jehlice zieteln€ prostoroveé rozdéleny; na
jehlicich ptimo z opadu pievladaji druhy E. compressa, E. cilliata a Trinema spp., na kultivovanych
jehlicich P. acropodia a A. muscorum (na poloving jehlic pak doplnéné o druhy E. rotunda a
C. aerophila, na druhé poloviné o rod Arcella spp); zatimco druhy C. dubium a E. strigosa se
vyskytovaly na kultivovanych i nekultivovanych jehlicich s podobnou cetnosti. Kultivované a
nekultivované jehlice se také signifikantné lisily diverzitou spolecenstva krytenek (permutaéni test pro
Shannontv index, p = 0,001), pficemz na nekultivovanych jehlicich byla diverzita vyssi.

Analyzy RDA s kanonickou proménnou ,,porostlost myceliem™ a kovariatou ,kultivace*
neprokazaly vliv porostlosti jehlic myceliem na ¢etnosti krytenek (p = 0,406) ani na jejich pomérné
druhové zastoupeni (p = 0,438).

Nakonec jsem zkoumala, zda se zastupci nékterého ¢i nékterych z osmi nejéetnéjSich druht
krytenek nalézali v kontaktu s myceliem Gast&ji neZ jiné druhy (Tab. 14). X? test homogenity vztah
druhu krytenky a afinity k myceliu neprokazaX ( ° = 11,293, p = 0,12635). Celkem jsem nalezla

v kontaktu s myceliem 71 % jedinct krytenek.
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Tab. 14: Frekvence kontaktu krytenek s myceliem

Druh krytenky Frekvence kontaktu
(% jedinct)
Centropryxis aerophila 81,6
Euglypha strigosa 73,8
Euglypha rotunda 72,1
Phryganella acropodia 71,9
Assulina muscorum 71,9
Corythion dubium 67,9
Euglypha compressa 57,1
Trinema complanatum 50,0

5.4. Kultivace krytenek

Pfi izolaci druhu A. discoides do kultury (kap. 4.4.1) doSlo k rozmnoZeni krytenek ve tieting
pocateénich kultur (Petriho misek). V druhé generaci byl podil misek, v nichZ do$lo k rozmnoZovani,
vysSi, avsak s kazdym dalsim pfeockovanim klesala rozmnozovaci schopnost krytenek; po ¢tvrtém
pteockovani (tedy po vice nez tfech mésicich kultivace) se krytenky rozmnoZovaly jen ziidka (Tab.
15). Pti izolaci druhu P. acropodia do kultury, pfipravené stejnou metodou jako u A. discoides, byl
podil rozmnozujicich se pocateénich kultur vyssi, avSak po prvnim pieockovani se rychlost
rozmnozovani zpomalila a po druhém pfeockovani se rozmnozilo jen n€kolik jedincu (Tab. 15). Pfi
izolaci za pouziti upravené metody Ralfa Meisterfelda (kap. 4.4.3) doSlo k rozmnoZeni krytenek ve
vSech pocatecnich miskach i v miskdch po prvnim pieockovani, avsak rychlost ristu byla vyrazné
niZ8i nez u druhu A. discoides (Tab. 15). Pro dalSi pokusy jsem tedy pouZila pouze druh A. discoides.

Tab. 15: Rozmnozovani kultivovanych krytenek po jednotlivych preockovanich

Pocet preockovani Podil misek, u nich doslo k rozmnozovani krytenek (%)*
A. discoides® P. acropodia® P. acropodia®

pocatecni kultury 35(4,16) 43 (8,60) 100 (8,88)

po 1. preockovani 77 (4,79) 66 (24,81) 100 (32,84)

po 2. preockovani 69 (6,32) 10 (730,85)

po 3. preockovani 53 (8,65)

po 4. preockovani 24 (59,60)

LV zavorce je uvedena doba zdvojnasobeni poctu jedincl (ve dnech) na misce s nejvyssim
narustem poctu jedincl. Tato doba je vypoctena z poctu jedincl po tfech tydnech kultivace;
je-li tedy ¢islo vyssi nez 21, znamena to, Ze k rozdéleni doslo jen u ¢asti jedincl na misce.

2 Upravend metoda Ogdena a Pitty

3 Upravena metoda Ralfa Meisterfelda

5.5. Odolnost krytenky A. discoides viici antibiotikiim

ZkousSka odolnosti krytenky A. discoides vici antibiotikim (kap. 4.4.2) ukazala, Ze oSetieni
penicilinem G nesniZuje schopnost rozmnoZovani tohoto druhu v kulturach, zatimco v pfipadé
streptomycin-sulfatu doslo (oproti kontrole) ke snizeni narustu poctu jedinct (Tab. 16, primarni data

Vv piiloze 9.3). Zatimco na misce s rozetfenou vodou, v niz byly omyty krytenky oSetfené penicilinem,
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nebyly po 18 dnech viditelné kolonie bakterii, v pfipadé streptomycinu se na misce objevilo 15 kolonii

bakterii. V pokusu s omezenim rustu bakterii (kap. 5.7) jsem pouzila oSetieni penicilinem G.

Tab. 16: RozmnozZovani krytenek po osetieni antibiotiky

Osetieni Narust poctu jedincl V kolika opakovanich doslo

po 18 dnech kultivace (%) k rozmnozeni krytenek (max. 3)
penicilin G 94,4 3
streptomycin-sulfat 13,6 2
dest. voda (kontrola) 66,6 3

5.6. Kultivace krytenky A. discoides s Zivym a mrtvym myceliem

Ze 35 vlhkych komirek se sterilnimi jehlicemi a jehlicemi s Zivym a usmrcenym myceliem tii
druht hub (kap. 4.5) se krytenky rozmnozily jen ve Ctyfech ptipadech (se sterilni jehlici, s H1 zivou a
dvakrat s H1 usmrcenou), vliv druhu a fyziologického stavu mycelia na ¢etnosti krytenek tedy nebylo
mozné stanovit.

Protoze se vSak jedinci v komirkach pohybovali (plivodni umisténi mimo mycelium se
zménilo), bylo mozné hodnotit frekvenci kontaktu s myceliem. Data sebrand v jednotlivych ¢asovych
intervalech se v3ak piilis nelisila (pfiloha 9.4), proto jsem k dalSi analyze pouZila jen data ziskana po
38 dnech kultivace (Tab. 17). Logisticka regrese potvrdila zavislost kontaktu krytenek s myceliem na
druhu houby (X*-test, p = 2,2.10™) a na stavu mycelia (X*-test, p = 1,06.10°%); krytenky byly &ast&ji
v kontaktu s Zivym nezli mrtvym myceliem a nejvyssi frekvence kontaktu s myceliem dosahovaly

v komurkach s druhem H3.

Tab. 17: Frekvence kontaktu krytenek s Zivym a usmrcenym myceliem t¥i druhd hub

Druh houby Frekvence kontaktu krytenek (% jedinc()
s zivym myceliem s mrtvym myceliem

H1 38,9 15,8

H2 (Herpotrichia juniperi) 71,9 12,5

H3 100 93,3

Pii opakovani pokusu pouze s H. juniperi se ukazalo, Ze usmrceni mycelia peroxidem vodiku
siln¢ poskozuje mycelium; krytenky pfenesené do téchto systému byly jiz pfi prvnim sbéru dat rovnéz
poskozeny a proto jsem tuto variantu dale nezahrnula. Po pfidani prvnich 20 jedinca A. discoides na
kazdé opakovani opé€t nedoslo k rozmnozeni krytenek, ackoliv po zpétném pieneseni téchto krytenek
do kultury (kap. 4.4.1) k rozmnozZovani doslo, z ¢ehoz lze vyvodit, Ze tyto krytenky ve vlhkych
komiirkach neodumfely, av§ak nebyly schopné se zde rozmnozovat. Pfi pfidani jinych 10 jedincti do
kazdého opakovani pokusu doslo k rozmnoZeni krytenek v jednom opakovani s Zivou H. juniperi a ve
ttech opakovanich se sterilnimi jehlicemi, pficemz prave v téchto tfech komirkach se (na rozdil od

ostatnich komiirek) objevil v okoli jehlice bakteriélni sliz (ptiloha 9.4).
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5.7. Kultivace ve vlhkych komtiirkach s omezenim ristu bakterii

a autotrofnich organismi

Ve 40 vihkych komirkach s 200 jehlicemi smrku ztepilého kultivovanych pii dvou svételnych
reZimech a s nebo bez oSetfeni antibiotikem (kap. 4.6) jsem nalezla ¢tyfi druhy krytenek (Tab. 18,
primarni data v piiloze 9.5).

Tab. 18: Cetnosti krytenek ve ¢tyfech variantach pokusu po 244 dnech kultivace

Druh krytenky Pocet jedinci v jednotlivych variantach pokusu® Celkem
stfidavy svételny rezim temnotni svételny reZzim jedincd

bez antibiotika s antibiotikem bez antibiotika s antibiotikem
Phryganella acropodia 2830 (5) 3116 (6) 1177 (2) 1449 (3) 8572
Arcella discoides 792 (2) 36 (1) 39 (1) 15 (1) 882
Assulina muscorum 512 (2) 512
Cyclopyxis kahli 60 (1) 60

'V zévorce je u kazdé varianty uveden pocet opakovani (komurek), v nich# se druh vyskytl (max. 10).

Krytenky P. acropodia a A. discoides dosahly vice jak dvojnasobné ¢etnosti v komirkach se
stiidavym svételnym reZzimem nezli v zatemnénych komurkach, u prvého druhu je rovnéz napadny
velky rozdil v po¢tu obsazenych komurek u obou svételnych rezimt. Vice jedincd tohoto druhu jsem
nalezla v komurkach s aplikaci antibiotika, u druhu A. discoides je situace opa¢na. Druh A. muscorum
se vyskytl ve vysokych Cetnostech pouze ve dvou zatemnénych komtirkach s aplikaci antibiotik,
zatimco druh C. kahli se vyskytl pouze v jedné osvétlené komtirce bez antibiotik.

Zavislost Cetnosti krytenek na svételném rezimu a oSetfeni antibiotiky jsem mohla testovat
pouze pro druh P. acropodia. Zobecnéné linearni modely nepotvrdily (na hlading testu 0,05) vyznam
zadného z faktort. U téhoZz druhu jsem s vyuZitim zobecnénych linearnich modelu testovala vliv
mnozstvi mycelia na filtraénim papife a pfitomnosti spor hub na pocty krytenky v okoli jednotlivych

jehlic; ani v tomto pfipadé nebyl vliv zadného z faktorti na hlading testu 0,05 prukazny.
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6. DISKUSE

6.1. Pouzita metodika

Pro soucasné studium krytenek a hub v opadu jehlicnanii jsem pouzila metodu kultivace ve
vlhkych komtrkach. Tato metoda byla jiz dfive pouzita pii studiu saprotrofnich hub na jehlicich
(Kendrick et Burges 1962, van Maanen et Groubiere 1997, Koukol 2007). Houby jsem ur¢ovala na
zakladé morfologickych znak®; hlavni nevyhodu tohoto postupu byla nemoZnost identifikace
sterilniho mycelia pfitomného na filtra¢nim papife. K jeho uréeni by bylo mozné pouzit molekularnich
metod, avsak v piipadé sterilniho mycelia tfi druhti hub, které jsem izolovala z vlhkych komirek a
pouZila v jednom z experimentt, nepfinesla ani sekvenace ITS oblasti DNA potiebné vysledky (viz
kap. 4.5).

Kultivaéni techniky, pouzivané pro identifikaci a stanoveni denzity vétSiny pidnich prvok,
jako je napiiklad ,,most probable number*“ (MPN), nejsou piili§ vhodné pro studium krytenek, nebot’
jen malo druht se za takovych podminek rozmnozuje (Ekelund et Rgnn 1994, Schréter 2001, Timonen
et al. 2004). Metoda kultivace ve vlhkych komurkach byla dosud pfi studiu krytenek pouzita jen
jednou. Publikované (Vohnik et al. 2011) i zde prezentované (kap. 5.2, srov. kap. 5.3) vysledky
ukazuji, Ze jen nekteré druhy se v téchto kultivacnich podminkach rozmnozuji a Ze jen cast druht
pfitomnd na substratu kolonizuje filtra¢ni papir a je tak rozeznatelna a kvantifikovatelna pii pouziti
optickych pomicek. Toto omezeni bylo Castecné kompenzovano pifimym pozorovanim jehlic ve
skenovacim mikroskopu. Nicméné, vyhodou kultivace ve vlhkych komtirkdch je moznost soucasné
identifkace krytenek i hub (kap. 5.1 a 5.2), a také moznost pokusné manipulace (kap. 5.6 a 5.7).

Na rozdil od vétSiny ostatnich pidnich prvoku je u krytenek diky pifitomnosti schranky mozna
ptima identifikace a kvantifikace, bez piedchozi kultivace vzorki. Pfi pfimém pozorovani ovSem
dochazi k piehlizeni, podhodnoceni nebo nepiesné identifikaci mensich druha (Schréter 2001, Aoki
2003), ¢emuz lze predejit pouzitim elektronové mikroskopie (Aoki 2003). Ta hraje nezastupitelnou
Ulohu, chceme-li pozorovat krytenky, aniz bychom je odlucovali od jejich substratu. A¢koliv Vohnik
et al. (2009) pozorovali v optickéem mikroskopu krytenky spojené myceliem s jemnymi kofeny
rododendronti, Wanner et al. (2008) shledali obtiznym rozeznat v optickém mikroskopu krytenky na
celulézovych membranach, které beéhem kultivace v opadovém sacku ztmavly a spojily se dohromady.
Podobné ani ¢astice opadu nejsou prusvitné; pouZiti skenovaci elektronové mikroskopie je v takovém
ptipadé¢ smysluplnou volbou. Dosud je mi znama jen jedna studie, v niz autofi identifikovali a
kvantifikovali krytenky v opadu na pfirozeném substratu (konkrétné borovych jehlicich, Vohnik et al.
2011), a zadna, kde by se tak délo bez ptfedchozi kultivace substratu, jako je tomu u ¢asti dat
prezentovanych v kap. 5.3.

Pii kultivaci krytenek Phryganella acropodia a Arcella discoides v kulturach jsem uzila
metod, pouZitych pro tyto druhy dalSimi badateli (Ogden et Pitta 1989, Ogden 1991, Meisterfeld pers.

com.). V pfipad¢ prvniho druhu bylo uZ v pocateéni kultufe rozmnoZovani o vice neZz polovinu
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pomalejsi oproti udajim uvedenym v literatufe (Ogden et Pitta 1990) a po pfeockovani jiz kultury
neposkytovaly dostatek novych jedinct (kap. 5.4); pti¢inu tohoto stavu se mi zjistit nepodafilo. Pro
A. discoides Ogden (1991) neuvadi udaje o reprodukci. Pii kultivaci druhu A. vulgaris v odlisném
médiu (Laybourn et Whymant 1980) bylo dosaZeno rychlosti rozmnozovani vyssi nezli v mé praci
(Tab. 15), nicméné i mnou pouZitd metoda poskytla Zivotaschopné krytenky, ackoliv pouze do
¢tvrtého preockovani. Jedinci pro pokusy byli odebrani z dobie se rozmnozujicich kultur po prvnim a
druhém pieockovani, kdy jesté nedoslo k velkému poklesu rozmnoZovaci schopnosti (Tab. 15).

Presto se tyto krytenky nerozmnoZovaly ve vlhkych komurkach osidlenych pouze jednim
druhem houby, inokulovanym na vysterilizovanou jehlici (kap. 5.6), ackoliv pfi kultivaci nesterilnich
jehlic (kap. 5.2 a 5.7) anebo pii viditelné kontaminaci komurek bakteriemi (kap. 5.6, dodateé¢ny pokus
s houbou Herpotrichia juniperi) se rozmnozovaly. Naposledy zminény pokus ovSem také ukazal, Ze
krytenky v komirkach s jednim druhem houby (anebo sterilni jehlici) ani nehynou (kap. 5.6). Uvedené
skute¢nosti je mozné vysvétlit tak, Zze zatimco v komurkach s nesterilnimi opadovymi jehlicemi se
mohou krytenky na filtracnim papife zivit pfitomnymi bakteriemi a sporami hub, v pokusu
s inokulovanymi houbami si musely vysta¢it (kromé ulomki mycelia a mycelidlnich exsudati)
predevsim s bakteriemi, jejichz inokulum pfinesly do komirek na svém povrchu. Rychlost ristu
bakterii v komurkach je patrné nizsi, nezli v kulturach A. discoides s agarovymi plotnami ptekrytymi
tekutym médiem (kap. 4.4.1), a bakterie jakoZto zdroj potravy tak nedostacuji K vytvaieni novych
jedinct krytenek. Protoze se vSak jedinci v komtirkach pohybovali (ptivodni umisténi mimo mycelium
se zménilo, kap. 5.6), bylo mozné pokus s Zivym a usmrcenym myceliem vyhodnotit.

V experimentu s omezenim rastu bakterii a autotrofnich organismu (kap. 5.7) bylo mym cilem
zjistit, zda jsou krytenky ve vlhkych komirkéach svou vyzivou zavislé na bakteriich nebo autotrofnich
organismech pfitomnych na filtracnim papife a jehlicich. Protoze vSak u n€kolika druht krytenek rodu
Arcella (v¢etné A. discoides) byly nalezeny endocytobiotické bakterie (rozmanitého fylogenetického
zafazeni), které neposkozovaly hostitele a mohly by tedy byt mutualistickymi symbionty téchto
krytenek (Torok et al. 2008), povazovala jsem za potfebné pied svym experimentem otestovat
odolnost A. discoides vuéi antibiotikim — ukéazalo se, Ze aplikace penicilinu G tuto Kkrytenku
nepoSkozuje (Tab. 16). Oproti pokusu s kultivaci jehlic t¥i druht jehli¢nand jsem v experimentu
S omezenim ristu bakterii a autotrofnich organismii pouzila vyssi pocet opakovani (komurek), oviem
s men§im poctem jehlic na misku. Toto uspofadani se v3ak neukazalo vhodnym, nebot” krytenky se
nyni vyskytovaly jen ve zlomku komiirek (Tab. 18), ackoliv pfi kultivaci jehlic téhoz jehli¢nanu z téze
lokality s vétsim poctem jehlic na misku (kap. 5.2) se tfi nejéetnéjsi druhy krytenek vyskytly ve vSech
komtrkach. Domnivam se, ze priCinou tohoto stavu byl nepravidelny vyskyt studovanych druhd
krytenek na jednotlivych jehlicich v opadu; tuto domnénku podporuji i data z nekultivovanych jehlic
prohliZzenych v elektronovém mikroskopu (pfiloha 9.2). Pouze jeden druh krytenky, P. acropodia, se
vyskytl v takovém pocétu komurek, aby bylo mozné jeho ¢etnosti hodnotit. U tohoto druhu jsem sice

odolnost vuci antibiotikim netestovala, nicméné jelikoz Vv experimentu vykazal vySSi vyskyt
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v komurkach oSetfenych antibiotiky, je ziejmé, Zze ani jej vlastni oSetifeni penicilinem neposkozuje.
BohuZel v3ak nebylo v mych mozZnostech kvantifikovat, nakolik o$etfeni penicilinem G zredukovalo

populaci bakterii ve vlhkych komirkach; vysledky pokusu je tedy tfeba v tomto sméru brat s rezervou.

6.2. Houby v opadu tii druhi jehli¢cnanu

Abych mohla sledovat vyskyt krytenek v souvislosti s konkrétnimi druhy hub, musela jsem
nejprve zodpovédét otazku, jaké je druhové spektrum hub ve vlhkych komurkach. Na jehlicich
zopadu kultivovanych ve vlhkych komtrkach jsem nalezla 28 druhti hub (Tab. 7). Pievazné se
jednalo o anamorfni zastupce mikroskopickych vieckovytrusych hub, v mensi mife se vSak vyskytly i
teleomorfni vieckovytrusé houby, zastupci fadu Mucorales a také jeden druh makroskopicky —
stopkovytrusa houba S$picka zinéna (Marasmius androsaceus). Jehlice tii studovanych druhd
jehliénant pfitom hostily odliSné druhové spektrum hub.

Na jehlicich borovice lesni (Pinus sylvestris) ptevladaly druhy Desmazierella acicola
(respektive jeji anamorfa Verticicladium trifidum) a Sympodiella acicola. D. acicola je vyznamnym
dekompozitorem borovych jehlic (Kendrick et Burges 1962, Ponge 1991, Tokumasu et al. 1994,
Koukol 2007), méné ¢asto se vyskytuje i na jinych rodech jehli¢nant (van Maanan et Groubiere
1997), S. acicola je znama vyraznou afinitou k borovici lesni (Tokumasu et al. 1994, Koukol 2007);
opakovany vyskyt téchto druhii na modiinovych jehlicich tedy stoji za pov§imnuti. Je zajimavé, ze na
jehlicich z obou studovanych lokalit se nevyskytovala sypavka borova (Lophodermium pinastri), jejiz
stromata i mycelium jsou obvykle nalézana na borovych jehlicich v pocateénich stadiich dekompozice
(Kendrick et Burges 1962, Hayes 1965, Ponge 1991, Groubiére et al. 2001, Lindahl et al. 2007) a
kterd se s vysokou frekvenci vyskytovala i na jiné lokalité v narodnim parku Ceské Svycarsko
(Koukol 2007). Je také zndmo, Ze vyskyt druhu L. pinastri v opadovych jehlicich omezuje jejich
kolonizaci houbou D. acicola (Ponge 1991, Groubiére et al. 2001), tedy druhem v mé praci znaéné
frekventovanym.

Jehlice smrku ztepilého (Picea abies) byly v mé praci nejéastéji kolonizovany $pi¢kou Zinénou
(M. androsaceus), ktera je vyznamnym dekompozitorem borovych jehlic (Ponge 1991, Lindahl et al.
2007, Boberg 2009), vyskytuje se v8ak i v opadu smrku ztepilého (Korkama-Rajala et al. 2008) a
dalsich difevin (Boberg 2009).

Jehlicim modiinu opadavého (Larix decidua) vmé praci dominovaly druh Alternaria
alternata a rod Cladosporium; na dalSich dvou studovanych jehliénanech se tyto ubikvitni houby
vyskytovaly minimaln€é. To kontrastuje s dfive zjist€énou vysokou frekvenci vyskytu téchto hub
v opadu smrku ztepilého a rtznych druht borovic (Widden et Parkinson 1973, Tokumasu et Aioki
2002, Przybyt et al. 2008). V téchto pracich v3ak byla k nalezeni pfitomnych hub pouZzita kultivace
jehlic na agarovych plotnach; oproti tomu v opadu borovice lesni a borovice vejmutovky (Pinus
strobus), kultivovaném ve vlhkych komirkach, byly oba taxony nalézany mén¢ ¢asto (Koukol 2007) a

pfi pozorovani vzorki jehlic borovice lesni pfimo z terénu nebyly nalezeny viibec (Ponge 1991). Ani
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analyzou DNA v opadu téhoz jehli¢nanu nebyla zjisténa pritomnost A. alternata, rod Cladosporium se
vyskytoval jen vzacné (Lindahl et al. 2007). V kontextu uvedenych praci mé vysledky dokladaji nejen
vyznam zvolené metody pro studium hub v opadu, ale i skute¢nost, Ze oba vySe zminéné taxony hub
maji pravdépodobné jen malou ulohu pfi dekompozici smrkového a borového opadu. Jejich afinitu
k opadu modiinu si vysvétluji vétsi atraktivitou jednoletych, malo trvanlivych modtinovych jehlic pro

nespecializované, rychle rostouci druhy hub.

6.3. Spolecenstvo krytenek na smrkovych jehlicich

ProtoZe pozorovani jehlic v elektronovém mikroskopu (kap. 4.3 a 5.3) metodicky navazovalo
na kultivaci opadu ve vlhkych komirkach (kap. 4.2 a 5.2), v metodické a vysledkové ¢asti své prace
jsem jej uvadéla az za témito kapitolami. Vysledky tohoto pozorovéni v3ak ovlivnily interpretaci
dalsich vysledkt, a proto je zde diskutuji pfednostné.

Prvni otazkou této Casti prace bylo, jaké je druhové slozeni spolecenstva krytenek na jehlicich.
Celkem jsem v opadu smrku ztepilého nalezla 21 druhd krytenek, pficemz na jehlicich jak na pocet
druht, tak na pocet jedinci pfevladal fad Euglyphida (Tab. 11). Druhové spektrum nalezené na
smrkovych jehlicich se pfili§ neliSilo od dal$ich zdznami z evropskych ¢i kanadskych smrkovych a
borovych lestt (ackoliv néktefi autofi zaznamenali vétSi ¢i mensi druhové bohatstvi), s jednou
vyjimkou: v Zadné z téchto praci nefiguruje A. discoides (Lousier 1975, Schénborn 1975, Rauenbusch
1987, Wanner 1991, Schroter 2001, Vohnik et al. 2011). Vyskyt této krytenky na jehlicich a ve
vlhkych komirkach je diskutovan nize (kap. 6.4).

V dosavadnich studiich krytenek v opadu jehli¢nand, listnatych dfevin i bylin (Schénborn
1975, 1978, Lousier 1975, 1982, Laminger 1978, Rauenbusch 1987, Wanner 1991, Schroter 2001,
Todorov 2001, Krashevska 2008) byly vzorky riiznymi zptisoby homogenizovany, promyvany,
filtrovany apod. za Gc¢elem oddéleni krytenek od ¢astic opadu. Patrné z divodu vyse diskutovanych
metodologickych obtizi (kap. 6.1) postrada literatura o krytenkach v opadu Udaje 0 jedincich ptimo na
(neoSetfovaném) substratu. Prezentované vysledky (kap. 5.3, pfiloha 9.2) jsou dle mych védomosti
Vv tomto sméru prvnim piispévkem. Krytenky se na nekultivovanych jehlicich vyskytovaly v poctu
Ctyt az 32, v priméru pak 14 jedincii na jednu (pozorovanou) stranu jehlice. Tato ¢isla umoziiuji
predstavit si denzitu krytenek v opadu z pongkud jiné (vice ,krytenkocentrické*) perspektivy, nezli
obvyklé vyjadieni poctu jedinct na hektar. Ma data také ukazuji, Ze druhové zastoupeni krytenek na
jednotlivych jehlicich je relativné rovnomérné (na prohlizenych castech jehlic bylo od ¢tyt do deviti
druhi, pfi¢emz k nejéetnéjs§imu druhu patiila obvykle ¢tvrtina jedinct krytenek), tedy nikoliv takové,
ze by na jedné jehlici pfevladali jedinci jednoho druhu (naptiklad diky efektu prvniho pfichoziho),
jako se tomu stavalo v prvnich mésicich kolonizace celulézové membréany uloZené v opadu (Wanner
et al. 2008).

Porovnani jehlic odebranych pfimo z terénu s jehlicemi kultivovanymi ve vlhkych komurkach

pfineslo jednoznac¢nou odpovéd’ na otazku, zda se druhové slozeni spolecenstva krytenek béhem
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kultivace méni. Analyza RDA prokéazala vliv kultivace na druhové slozeni spolecenstva krytenek
(Tab. 12, Tab. 13) a permutacni test prokazal snizeni diverzity krytenek béhem kultivace (kap. 5.3).
SniZeni druhového bohatstvi krytenek na jehlicich zdanlivé kontrastuje sopaénym trendem
v pokusech s opadovymi sacky (Lousier 1982, Wanner et al. 2008); tento rozdil je zptisoben tim, ze
zatimco v uvedenych experimentech byl substrat kolonizovan dal$imi druhy z okoli, ve vlhkych
komirkach naopak mohlo druh@l pouze ubyvat. Zajimavéjsi je ovSem vyrazna zména struktury
spoleCenstva, v némz zcela pievladly tii druhy krytenek (P. acropodia, Euglypha rotunda a Assulina
muscorum); kromé nich vzrostl béhem kultivace i pocet jedinci Centropyxis aerophila a A. discoides
(Tab. 11, Obr. 7). S vyjimkou posledné jmenované se jedna o druhy bézné nalézané v opadu (Clarke
2003), které vSak dosahuji vy$8ich Eetnosti v nizsich vrstvach ptidniho nadlozi (Rauenbusch 1987) a
také dominuji na substratu po jeho dlouhodobé inkubaci v ptidnim nadlozi (Lousier 1982, Wanner et
al. 2008). Totéz vsak lze fici i o rodu Trinema, jehoZ zastupci v mé praci béhem kultivace témét
vymizeli, a¢koliv na borovém opadu kultivovaném za stejnych podminek (byt’ kratsi dobu) byly velice
¢etné (Vohnik et. al. 2011).

Kli¢ovou otazkou této casti prace bylo, zda je druhové slozeni spolecenstva krytenek
ovlivnéno hustotou mycelia na jehlicich. Ackoliv piedchozi studie ukazaly, Ze mnozstvi ptitomného
mycelia ovliviiuje druhové slozeni krytenek v ptidnim nadlozi tropického lesa (Krashevska et al. 2008)
¢i na substratu kultivovaném v opadu (Wanner et al. 2008), v mé préci nebyl vliv mycelia na druhové
slozeni spole¢enstva krytenek na jehlicich prukazny (kap. 5.3, analyza RDA s kanonickou proménnou
,»porostlost myceliem®).

Za neméné dulezité jsem povazovala zjistit, zda je néktery z druhii krytenek na jehlicich
asociovan s myceliem. Zadny z ptitomnych druhii krytenek v3ak nevykazoval vétsi afinitu k myceliu
nezli ostatni druhy (kap. 5.3, X*-test homogenity). P¥itom o druzich Euglypha strigossa a P. acropodia
je znamo, Ze konzumuji mimo jiné tlomky mycelia (Ogden et Pitta 1990, Gilbert et al. 2000), a dalo
by se tedy o¢ekavat, ze budou mycelium na jehlicich vyhledavat. Druh P. acropodia byl navic ve
vlhkych komurkach atrahovan myceliem houby Anavirga laxa (Vohnik et al. 2011), na jehlicich
v mém pokusu vSak afinitu k myceliu neprojevil.

Nenalezla jsem tedy Zadny vztah mezi krytenkami a myceliem na smrkovych jehlicich.

Pfi¢iny a vyznam tohoto stavu diskutuji nize (kap. 6.7).

6.4. Krytenky v opadu tfi druhii jehlicnani

Prvni otdzkou, kterou jsem si v této ¢asti kladla, bylo, které druhy krytenek kolonizuji filtraéni
papir vlhkych komtrek. Pouze tfi druhy krytenek (A. muscorum, P. acropodia, A. discoides) ve
vyznamném poctu sestupovaly na filtraéni papir z jehlic tfi druhti jehlicnant (kap. 5.2, Tab. 10),
ackoliv jen na smrkovych jehlicich z tychz komurek se po kultivaci vyskytovalo 11 druht krytenek
(Tab. 11). Druhy A. muscorum a P. acropodia byly jako jedny z mala krytenek pritomnych v dubovém

opadu schopny ve vysokych poétech kolonizovat celulézovou membranu uloZenou v opadovych
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saccich (Wanner et. al. 2008), Gsp&sné také kolonizovaly pidu poSkozenou poZzarem (Colteaux 1977).
Druh P. acropodia byl rovnéz jednim ze silnych kolonizatort humusu prosté pudy uzité pii
rekultivaci, ackoliv pii kolonizaci sterilniho opadu v téze lokalit¢ byl mén¢ uGspésny (Wanner et
Xylander 2005). Vohnik et al. (2011) shledali, Ze tento druh je schopen kolonizovat filtra¢ni papir
vlihkych komtirek vyrazné lépe nez ostatni krytenky. Na zakladé vsech téchto udaji se domnivam, ze
P. acropodia a pravdépodobné i A. muscorum jsou druhy pfizptisobenymi K osidlovani novych,
zivinami chudych biotopt. Rovnéz E. rotunda uspésné kolonizovala celul6zovou membranu
v opadovych sa¢cich (Wanner et. al. 2008), pudu po pozaru (Cditeaux 1977) a jako jedna z prvnich
krytenek i humusu prostou pudu uzitou pfi rekultivaci (Wanner et Dunger 2002, Wanner et Xylander
2005), nicméné pii kultivaci borového opadu ve vlhkych komutrkach na filtra¢ni papir nesestupovala
(Vohnik et al. 2011), podobné jako tomu bylo v mé praci — ackoliv na jehlicich doslo béhem kultivace
k jejimu znaénému narustu (kap. 5.3). Oproti tomu krytenka A. discoides sestupovala na filtraéni papir
vlhkych komtirek zopadu vSech tii druht jehli¢nant. Tento druh je typicky spiSe pro raselinisté
(Lousier 1975, Tolonen et al. 1992, Lamentowicz et Mitchell 2005), nicméné byl nalezen také
v zamokienych pudach (Bamfort 1971) a v opadu tropického horského lesa (Krashevska 2008);
nevyskytuje se viak v Zadné z m¢ znamych praci z opadu jehli¢nant (Lousier 1975, Schonborn 1975,
Rauenbusch 1987, Wanner 1991, Schréter 2001, Vohnik et al. 2011). Morfologie schranky tohoto
druhu - siln¢ zplostéla schranka s ventralnim postavenim pseudostomatu — je ovSem typicka pro druhy
Zijici ve vysychavém prostiedi (Rauenbusch 1987, Nikolaev et al. 2005). ProtoZze jednotlivé druhy
krytenek mohou dynamicky reagovat na obsah vody v prostiedi (Laminger 1978, Schréter 2001), je
mozné, Ze se tento druh krytenky vopadu vyskytuje jen v malych poétech (pravdépodobné
encystovanych) jedincti, coz vede k jeho ptehlizeni, a své stavy zvySuje pouze pfi dlouhodobé vyssi
urovni vlhkosti, jako tomu bylo ve vlhkych komurkach.

Déle mé zajimalo, zda jsou pocty krytenek ve vlhkych komirkdch ovlivnény druhem
jehlicnanu. Testy v ramci zobecnénych linearnich modelii potvrdily vyznam druhu jehlicnanu pro
Cetnosti krytenek A. discoides a P. acropodia. Oba druhy krytenek spolu s druhem A. muscorum
dosahly pri kultivaci nejvyssich ¢etnosti ve smrkovém opadu ( Obr. 6), ackoliv se jednalo o jehlice
komurkach odrazi pivodni stav v opadu jehli¢nant; jedind mé znama studie srovnavajici Cetnost
krytenek v riznych druzich jehli¢natého lesa pochazi z Kanady, kde byly krytenky pocetnéjsi v opadu
i niz8ich vrstvach pudniho profilu v borovém lese nezli ve smrkovem (Lousier 1975). S vyjimkou
A. muscorum byly krytenky ¢etngjsi v komiirkach z Klanovického lesa nezli z Ceského Svycarska, coz
pon¢kud kontrastuje s nizsi druhovou diverzitou hub v prvni lokalité. Absenci A. discoides na
modiinovém a borovém opadu z Ceského Svycarska si vysvétluji susim prostiedim tdchto na skaldch
umisténych stanovist’ v kontrastu se stabiln¢ vlhkym prostiedim Klanovického lesa a podmacené
smréiny ve VIEi soutésce. Pro ostatni pokusy a pozorovani v elektronovém mikroskopu jsem vybrala

smrkovy opad z Klanovického lesa.
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Klicovymi otazkami této Casti prace ovSem bylo, zda je distribuce krytenek ve vlhkych
komiirkach ovlivnéna pfitomnosti mycelia ¢i spor hub a zda zavisi na pfitomnosti nékterého
z nalezenych druhid hub. Odpovédi jsem zjistovala s vyuZitim zobecnénych linearnich modeld.

Vyskyt krytenky P. acropodia na filtraénim papife pozitivné koreloval s mnoZstvim
pigmentovaného mycelia, podobné jako v pfipadé tlustosténného melanizovaného mycelia Anavirga
laxa v praci Vohnika et al. (2011). Potravou P. acropodia jsou bakterie, spory a tlomky mycelia hub
(Ogden et Pitta 1990). Ackoliv krytenky z ¢eledi Hyalosphaenidae a Difflugidae a také druh Euglypha
strigossa dokazou konzumovat kofist vétSi nez ony samy tak, Ze si ji posunuji do pseudostomatu a
postupné ji rozkladaji, nebo tak, Zze penetruji jeji schranku ¢i buné¢nou sténu (Hoogenraad et de Groot
1941, Yates et Foissner 1995, Gilbert et al. 2000), u druhu P. acropodia nebylo dle dostupnych udaji
podobné chovani dosud pozorovano. Naopak mycelium A. laxa obklopené ve vlhkych komurkach
krytenkymi P. acropodia jimi nebylo viditelné poskozovano (Vohnik et al. 2011). Nicméné spory
piitomné na jehlicich a filtraénim papife v mnou zkoumané sestavé dat byly v naprosté vétsiné piipada
konidie druht Desmazierella acicola, Pezizomycotina sp. 1 a Cladosporium spp., tj. objekty
s pramérem okolo 5 um, tedy vyrazné¢ mensim, neZli pseudostoma P. acropodia (20-35 um). Presto
vsak nebyla distribuce této krytenky piitomnosti spor ovlivnéna. Ziskana data tedy podporuji hypotézu
Vohnika et al. (2011), Zze diavodem atrakce P. acropodia k myceliu ve vlhkych komirkach je spise
konzumace bakterii Zijicich v okoli hyf anebo mycelialnich exsudat nezli mykofagie.

Naopak distribuce A. muscorum ve vlhkych komirkach byla pozitivné ovlivnéna piitomnosti
jak hyalinniho mycelia, tak spor hub. Neni mi zndma zadna prace uvadéjici potravni zvyky nekterého
ze zastupcu rodu Assulina, Schréter (2001) nicméné pro potieby rozboru potravni sité v opadu fadi
A. muscorum mezi druhy panfytofagni, tj. Zivici se bakteriemi, houbami a detritem. Protoze rozméry
pseudostomatu umoziuji A. muscorum konzumaci spor vyse zminénych druht hub, 1ze predpokladat,
ze divodem vyssich Cetnosti tohoto druhu za pfitomnosti spor byla pravé mykofagie. Divody atrakce
k myceliu mohou byt stejné, jako v ptipadé P. acropodia; dalSim moZnym vysvétlenim je, Ze se tato
krytenka Zivi ulomky jemného hyalinniho mycelia.

Rozmisténi druhu A. discoides na filtracnim papife nebylo prukazné ovlivnéno ani myceliem,
ani piitomnosti spor jakozto souhrnné kategorie; tato krytenka vSak byla pozitivné asociovana se
sporulujicimi zastupci rodu Cladosporium. Lze ptedpokladat, ze A. discoides je plurivorni, tak jako
jiné druhy téhoz rodu, Zivici se bakteriemi, nalevniky, bi¢ikovci ¢i fasami, ale i kvasinkami a tlomky
mycelia (Deflandre 1928, Laybourn et Whymant 1980, Torres et Jebram 1993). Je pravdépodobné, ze
spory rodu Cladosporium byly potravou A.discoides; jsou mnohem mensi neZli primér
pseudostomatu této krytenky. Tento rod hub je ostatné pro svou vysokou produkci spor a nizkou
antimikrobialni aktivitu také vyhleddvanym zdrojem potravy panciinikd (Schneider et Maraun 2005,
Koukol et al. 2009) a chvostoskoki (Sadaka-Laulan et al. 1998).

Distribuce dvou druht krytenek byla tedy pozitivné¢ ovlivnéna pfitomnosti mycelia na

filtraénim papife vlhkych komurek, jeden druh byl atrahovan sporami hub. Pouze jeden druh krytenky
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byl prukazné ovlivnén pfitomnosti konkrétniho taxonu houby. Vyznam uvedenych zjisténi bude

diskutovan nize (kap. 6.7).

6.5. Kultivace krytenky A. discoides s Zivym a mrtvym myceliem

Pro bliZsi pochopeni interakci krytenek a hub v opadu bylo potfebné zjistit, zda je vztah
krytenek k myceliu ovlivnén fyziologickym stavem hyf a tim, ke kterému druhu houby naleZi. Pti
vybéru potravy jsou krytenky selektivni vii¢i jednotlivym taxoniim organismti (Ogden et Pitta 1990,
Meisterfeld et al. 1992, Gilbert et al. 2000, 2003), ackoliv je jen malo znamo o tom, jakou roli hraje
fyziologicky stav kofisti. V ptipadé¢ bic¢ikatych prvoki a mikroskopickych mnohobunéénych zZivocichi
konzumuji krytenky obvykle mrtvé ¢i umirajici jedince, diivodem je vSak patrné pouze mensi rychlost
pohybu Kkrytenek oproti témto organismiim, nebot’ piisedle zijici prvoky pohlcuji krytenky zaZiva
(Gilbert et al. 2000, 2003). O konzumaci mycelia nejsou v tomto sméru dostupné zadné udaje, protoze
v8ak dosud nebylo pozorovano naruSovani ucelenych hyf krytenkami, Ize usuzovat, Ze pro mykofagni
krytenky bude mit v&tsi atraktivitu spiSe odumielé, poskozené mycelium, jehoz tlomky mohou pohltit.
Naopak zivé mycelium mtze aktivné ovliviiovat spolecenstva mikroorganismti vylucovanim
mycelialnich exsudati (Napolitano et Flanagan 1981, de Boer et al. 2005), jak ostatné dokladaji
pokusy s ektomykorhiznimi houbami (Ingham et Massicote 1994, Timonen et al. 1998, 2004,
Heinonsalo et al. 2001). Tyto studie indikuji, Ze nejen odliSné sloZeni mycelidlnich exsudatt
jednotlivych druhii hub, ale i odli$né sloZeni spoleenstva bakterii vazanych na tyto exsudaty hraje
Ulohu v interakcich hub a prvoka (Timonen et al. 1998, 2004, Ingham et Massicote 1994).

Provedeny pokus s krytenkou A. discoides a Zivym a usmrcenym myceliem tfi druht hub
(kap. 5.6) pfinesl jasnou odpovéd na otazku, zda je rozmisténi krytenek ve vlhkych komurkach
ovlivnéno druhem a fyziologickym stavem mycelia. Testy vramci logistické regrese potvrdily
prikazny vliv obou faktorti na ¢etnost kontaktu krytenek s myceliem; ¢ast krytenek, zpocatku pokusu
umisténych mimo mycelium, se do deseti dnu pfesunula k Zivému i mrtvému myceliu, krytenky byly
ovsem atrahovany vice Zivym neZli mrtvym myceliem (Tab. 17). JelikoZz se krytenky vtomto
experimentu nerozmnozovaly, nebylo mozné zjistit vliv stavu a druhu mycelia na jejich Cetnosti;
krytenky se nicméné rozmnozovaly v komtrkach kontaminovanych ve vétsi mife bakteriemi. Protoze
krytenky mohou vyuZivat k vyhledavani kotisti chemotaxi (Gilbert et al. 2000), je mozné, Ze jedinci
A. discoides byly atrahovani jak latkami uvolnénymi zodumielého mycelia, tak piedevSim
mycelialnimi exsudaty zivych hub. Hyfy a mycelialni exsudaty vSak ziejmé pro tento druh krytenky
nejsou dostateénym zdrojem potravy (jak jiz bylo diskutovano v kap. 6.1), proto se tyto krytenky
prestaly pohybovat a pravdépodobné se zacystovaly (nebot’ v dodatecném pokusu se po pieneseni do
zivinami bohat$iho prostiedi opét rozmnozovaly). Ve svétle publikovanych udaji (Napolitano et
Flanagan 1981, Ingham et Massicote 1994, Timonen et al. 1998, 2004, Gilbert et al. 2000, Heinonsalo
et al. 2001, de Boer et al. 2005) Ize pak vysledky mého pokusu interpretovat tak, Ze krytenky jsou ve
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vlhkych komtrkach ve své vyzivé zavislé na pfitomnosti bakterii a spor hub, pficemz k jejich

vyhledavani vyuZivaji mimo jiné mycelialnich exsudati.

6.6. Kultivace ve vlhkych komtiirkach s omezenim ristu bakterii

a autotrofnich organismu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda jsou Cetnosti krytenek ve vlhkych komitrkach
ovlivnény pfitomnosti bakterii a autotrofnich organismi. Vyhodnotit jsem mohla pouze Cetnosti druhu
P. acropodia; testy vramci zobecnénych linearnich modeli nepotvrdily vliv zadného z faktort.
Vzhledem k omezenim uvedenym vy3e (kap. 6.1) v3ak nelze tento vysledek interpretovat tak, Ze by
sledovany druh krytenky nebyl asociovan s bakteriemi. Na rozdil od experimentu s jehlicemi tii druht
jehli¢nant (kap. 5.2) se v tomto piipadé nepotvrdila asociace krytenky P. acropodia s myceliem; tento
rozpor pric¢itdam predev§im nizké variabilit¢ mnozstvi mycelia v nyni hodnocenych komdirkach

(mnozstvi mycelia mezi péti jehlicemi v komtirce se vétSinou liSilo pouze o jeden stupei).

6.7. Vztah krytenek a hub v opadu — souhrnna diskuse

Prvni hypotéza, jiz jsem se ve své praci snazila ovéfit, zni: ,,Houby z opadu jehli¢nant
ovliviiuji prostorovou distribuci krytenek, a to jak v laboratornich podminkach, tak na pfirozeném
substratu.” Ziskana data potvrzuji uvedenou hypotézu jen z¢asti, prikazny vliv hub jsem nalezla jen
v experimentalnich systémech. Krytenka P. acropodia byla prukazné atrahovdna pigmentovanym
myceliem pfitomnym na filtranim papife vlhkych komirek (podobné jako v préaci Vohnika et al.
(2011)) a vyskyt druhu A. muscorum ve vlhkych komurkach byl priikazné spjat s ptitomnosti spor hub
a hyalinniho mycelia; navic v pokusu s Zivym a usmrcenym myceliem se krytenky A. discoides
presunuly k myceliu, a to pfedev§im u Zivych hub. Nicméné, na smrkovych jehlicich nebyly tyto
druhy, ani Zadny jiny druh krytenky, asociovany s myceliem. Na jehlicich také nebyl zjistén vliv
mnozstvi mycelia na druhové slozeni spoleCenstva krytenek. Pfiinu tohoto rozporu si
vysvétluji odlisnymi ekologickymi podminkami na jehlicich a na filtraénim papife — zatimco povrch
jehlice je osidlen Sirokym spektrem organismtl, jejichz vliv na jedince krytenek se muZze misit a
prekryvat, filtracni papir vlhkych komirek je zivinami chudé prostfedi, kolonizované piednostné
myceliem, jez sem dokaZze transportovat potiebné latky z jehlice; ostatni organismy jsou pak zavislé na
jeho exsudatech. Toto vysvétleni odpovida pozorovani Vohnika et al. (2011), ktefi nalezli druhoveé i
pocetné bohatsi spoleCenstvo krytenek na filtranim papife vlhkych komirek kolonizovanym
myceliem nezli na papife bez mycelia, a také vysledkim Wannera et al. (2008), v jejichZz pokuse
s kolonizaci celulézové membrany umisténé v dubovém opadu byly Cetnosti n€kterych druh krytenek
zpocatku pozitivné korelovany s myceliem, v pokrocilej$im stadiu sukcese vSak nikoliv. Souhrnné Ize
tedy fici, Ze v pfirozeném, komplexnim prostiedi je sice vliv hub na spoleenstvo krytenek tézko
odlisitelny od vlivu dal$ich ¢initeld, je vSak zietelny pii osidlovani nového substratu, kde pfitomnost

mycelia podporuje kolonizaci krytenkami.
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M4 druha vychozi hypotéza se tykd postaty vztahu krytenek a hub v opadu: , Krytenky
v opadu konzumuji spory a mycelia hub, mycelidlni exsudaty a bakterie asociované s myceliem.”
Ziskana data podporuji pouze konzumaci spor a bakterii. Distribuce jedinc A. muscorum ve vihkych
komiirkach prikazné korelovala s pfitomnosti spor hub — coz je zfejm¢ prvnim signalem svédcicim
pro existenci mykofagie u tohoto druhu krytenky — a rozmisténi jedincd A. discoides bylo prukazné
ovlivnéno pfitomnosti sporulujicich jedinct rodu Cladosporium. Naopak na distribuci druhu
P. acropodia, bézné oznacovaného za mykofagni (Colteaux 1985, Ogden et Pitta 1990, Krashevska et
al. 2008), neméla pritomnost spor vliv. Krytenky A. muscorum a P. acropodia byly ve vlhkych
komurkach priikazné atrahovany myceliem, rovnéz jedinci A. discoides se v pokusu s Zivym a mrtvym
myceliem piesunuly k myceliu. Tento pokus vSak ukazal, Ze na rozdil od bakterii nejsou hyfy a
mycelialni exsudaty dostateénym zdrojem potravy pro krytenku A. discoides, ackoliv mycelialni
exsudaty patrné zesiluji jeji atrakci k myceliu. Podobné Vohnik et al. (2011) prokazali atrakci
krytenky P. acropodia myceliem A. laxa, aviak nepozorovali Zadné zndmky konzumace hyf. Lze tedy
shrnout, Ze spiSe nez hyfy a mycelidlni exsudaty jsou potravou krytenek v opadu bakterie a spory hub,
avSak mycelialni exsudaty mohou slouZit krytenkdm k vyhledavani organismi asociovanych s hyfami.

Posledni zkoumanou hypotézou je: ,,Krytenky maji odliSny vztah K riznym druhtim hub
v opadu.” Ziskana data potvrdila platnost hypotézy u druhu A. discoides. Tento druh mél prikazné
odlidnou afinitu k myceliu tii riznych druht hub, ve vlhkych komurkach byl také prikazné asociovan
se sporulujicimi z&stupci rodu Cladosporium, nikoliv s pfitomnosti spor obecné. Je vSak nutno si
povsimnout, Ze dalsi dva druhy krytenek, P. acropodia a A. muscorum, ve vlhkych komirkach nebyly
asociovany s zadnym konkrétnim taxonem hub, ackoliv byly asociovany s myceliem a v druhém
ptipadé i se sporami hub. To znadi, ze zatimco krytenka A. discoides ma potravni preference jak pfi
vybéru konzumovanych spor, tak pfi vybéru mycelia (pfestoze v tomto pfipadé ji za potravu slouzi

s nim asociované mikroorganismy), druhy P. acropodia a A. muscorum jsou mén¢ selektivni.

Ukazuje se, Ze interakce krytenek se saprotrofnimi houbami v opadu jehli¢nani mohou byt
velice rozmanité — od prosté konzumace spor, pies konzumaci mikroorganismi asociovanych
s myceliem az po vyhledavani kofisti prostfednictvim detekce mycelidlnich exsudati. Protoze jsou
vSak krytenky padnimi ekology spiSe opomijeny, nezbyva, nez se spolu s Davidem Wilkinsonem
(2008) zeptat: ,,Co dalsiho u této pro vétsinu biologt neznamé skupiny organismi ¢ekd na své

objeveni?*
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7. ZAVER

e Ve vlhkych komtrkach jsem nalezla 28 druhti hub (v pfevazné vétSiné mikroskopickych
vieckovytrusych hub); na jehlicich borovice lesni pievladaly druhy Desmazierella acicola a
Sympodiella acicola, na jehlicich modiinu opadavého druh Alternaria alternata a rod
Cladosporium, na jehlicich smrku ztepilého druh Marasmius androsaceus.

e Na smrkovych jehlicich jsem nalezla 21 druhu krytenek, pfevazné z fadu Euglyphida. Na
jehlicich z terénu byly nejcetnéjsi rody Euglypha, Corythion a Trinema; béhem kultivace
prevladly druhy Phryganella acropodia, Euglypha rotunda a Assulina muscorum a naopak
vymizel rod Trinema.

o Druhové sloZeni spole¢enstva krytenek na smrkovych jehlicich nebylo ovlivnéno mnoZstvim
mycelia a Zadny z druht krytenek nebyl na jehlicich asociovan s myceliem.

e Pouze tfi druhy krytenek kolonizovaly ve vétsim poctu filtracni papir vlhkych komtrek:
kolonizaci chudych biotopt ptizptsobené druhy A.muscorum a P. acropodia a typicky
raSelinidtni druh Arcella discoides; tyto krytenky byly nejéetnéjsi ve smrkovém opadu.

o Distribuce krytenky P. acropodia ve vlhkych komutrkach byla pozitivné ovlivnéna pfitomnosti
melanizovaného mycelia na filtraénim papite, distribuce krytenky A. muscorum byla spjata
s vyskytem hyalinniho mycelia a spor hub. Distribuce krytenky A. discoides ve vlhkych
komurkach byla pozitivné ovlivnéna piitomnosti sporulujicich zastupct rodu Cladosporium.

e Kirytenka A. discoides vyhledavala zivé i usmrcené mycelium tfi druh@ hub, vice vsak byla

e Zatimco spory hub v opadu mohou byt zdrojem potravy krytenek, pravdépodobnym divodem
vyhledavani mycelia krytenkami je konzumace mikroorganismti zivicich se mycelidlnimi
exsudaty; pfitomnost mycelia tak krytenkam usnadiiuje kolonizaci novych substratt.

e Mycelidlni exsudaty mohou krytenkdm slouzit k vyhledavani potravy.

e Krytenky P. acropodia a A. muscorum jsou ve vztahu k houbdm patrné méné selektivni, nezli

A. discoides.
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9. PRILOHY - PRIMARNI DATA

9.1. Houby a krytenky na jehlicich kultivovanych ve vlhkych komurkach

Vyskyt hub a cetnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého
(M) a smrku ztepilého (S) (kap. 4.2)

Komarka B1

Komurka B2

Délka jehlice (mm) 72 102 98 92 76 82 108 82 124 82 106 136 68 80 144
Pigmentované mycelium1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Hyalinni mycelium2
Spory3 + + + + + + + + + + + + + + +
Druhy hub*

Desmazierella acicola + + + +

Pezizomycotina sp. 1 + + + + + + + +

Sympodiella acicola + + + + + + + + + + + +
Druhy krytenek5

Arcella discoides 2 2 2 1 1 8

Assulina muscorum 150 210 190 160 300 120 220 60 500 500 170 170 400 30 350

Phryganella acropodia 150 90 90 60 200 140 90 150 120 350 150 130 120 230 60

Komdirka B3 Komidrka B5

Délka jehlice (mm) 92 72 84 80 118 54 86 104 106 84 46 86 40 160 76
Pigmentované mycelium1 3 2 2 1 3 2 2 1 3 1
Hyalinni mycelium2 + + + +
Spory3 + + + + + + + + + +
Druhy hub*

Acrodontium crateriforme + +

Desmazierella acicola + + + + + +

Oidiodendron sp. +

Pezizomycotina sp. 1 + +

Sympodiella acicola + + + + + + + + + +
Druhy krytenek5

Arcella discoides 2 5 1 18

Assulina muscorum 90 270 450 50 110 18 14 41 100 400 400 150 160 250 80

Phryganella acropodia 170 200 130 130 120 70 150 130 70 800 50 18 15 100 80

Komiirka B6 Komiirka B7

Délka jehlice (mm) 52 70 98 9 84 92 74 70 60 92 98 84 72 80 61
Pigmentované mycelium1 3 3 3 3 1 1 2 3 3 3 3 2 1 1
Hyalinni mycelium2 + +
Spory3 + + + + + + + + + + + + +
Druhy hub*

Alternaria alternata +

Cladosporium herbarum +

Coniochaeta sp. +

Desmazierella acicola + + + + +

Pezizomycotina cf. Taenionella +

Pezizomycotina sp. 1 + + + +

Pezizomycotina sp. 4 +

Pezizomycotina sp. 5 +

Sordaria spp. +

Sympodiella acicola + + + + + + +
Druhy krytenek5

Assulina muscorum 1 55 80 8 3

Phryganella acropodia 1 3 9 15
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Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani

Komurka M1

Délka jehlice (mm) 25 17 16 18 26 15 20 17 21 20 18 19 20 21 16 20 22 20 17 21 23 16 17 18 14 18 18 14 16
Pigmentované mycelium1 1 1 1
Hyalinni mycelium’ + + +
Spory® + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ + 0+ o+ o+ o+ 4+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+
Druhyhub4
Alternaria alternata
Cladosporium herbarum + o+ o+ + +
Pezizomycotina sp. 1 + + + + o+ o+ o+ o+ + + o+ + o+ o+ + o+ + 0+ o+ o+ o+ o+
Druhy krytenek5
Arcella discoides 9 1 1 3 10 7 10 4 11 5 3 3 2 2 2 1 4 1 5 2 2
Assulina muscorum 13 4 1 2 4 13 73 14 66 9 40 26 25 5 3 5 50 16 6 4 12 12 1 71 4 9 6
Phryganella acropodia 60 31 28 66 71 37 73 9 43 73 60 48 60 40 50 60 50 30 30 28 27 22 40 35 20 30 50 50 60

(]

Komurka M2

Délka jehlice (mm) 16 13 20 15 19 14 21 20 18 15 15 18 13 15 12 13 16 14 19 20 10 17 15 20 14 15 15 16 15
Pigmentované mycelium1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 2
Hyalinni mycelium2 +
S.pory3 + o+ 4+ + 0+ o+ o+ o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ + o+ o+ + o+ o+ o+ o+
Druhy hub”
Alternaria alternata + 4+ + 4+ + 4+
Cladosporium cladosporioides + +
Cladosporium spp. + + +
Pezizomycotina sp. 1 + + + + o+ + + + o+ o+ 4+ + o+ + 0+ o+ o+ o+
Pezizomycotina sp. 5 +
Sympodiella acicola + +
Druhy krytenek5
Arcella discoides 1 1 4 1 4 2 5 2 4 1 3 2 3 2 1 3
Assulina muscorum 55
Cyclopyxis kahli 4 1

Phryganella acropodia 6 1 1 4 1 14 8 39 14 3 7 6 17 22 48 64 78 80 100 40 50 28 23 34 25 52 38 50




Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani

Komurka M3

Délka jehlice (mm)
Pigmentované mycelium1
Hyalinni mycelium2
Spory3
Druhy hub”

Alternaria alternata

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium herbarum
Cladosporium spp.
Epicoccum nigrum
Pezizomycotina sp. 1
Druhy krytenek5
Arcella discoides
Assulina muscorum
Phryganella acropodia

14

20

20

12 20 18

2
30 100 120
9 9 3

16

110
23

16 21

100 40
27 51

19 17 19 18 18 18

50 5
20 30

40

1

20 29
20 6

16 14
1

13 12

18 18 17 20 13 15 20 12

1

1

1 1

17 20 16 17 13 15 20 17

1 1

19 60 1 1

8

6 27 24 18 12 17 10

Komurka M5

Délka jehlice (mm)

Pigmentované mycelium1

Hyalinni mycelium2

Spory3

Druhy hub”
Desmazierella acicola
Pezizomycotina sp. 1
Torula herbarum

Druhy krytenek5
Phryganella acropodia

17

57

28

180

26 18 16

110 76 85

19

130

14 21

130 120

19 20

90 60

20

21 15

50 60

20 11

50 21

18 17 21
3

4 36 42

18

80

14 16 15 20

90 50 60 100
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Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani
Komirka M6

Délka jehlice (mm) 29 19 15 19 17 18 18 21 15 15 21 22 17 18 17 17 13 26 13 21 22 15 27 29
Pigmentované mycelium1 1 2 1 3 3 2 3 1 1 1 2 1 1
Hyalinni mycelium2 +
Spory3 + + + + + + + + + +
Druhy hub”

Alternaria alternata + + + + + + +

Sordaria spp. + + + + + + +

Komurka M7

Délka jehlice (mm) 23 19 25 33 32 33 23 22 34 29 29 24 27 22 39 21 35 31 23 19 19 20 28 23
Pigmentované mycelium1 1 1 1 1 3 2 2
Hyalinni mycelium2
Spory3 + + + + 4+ + + + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ +
Druhy hub*
Alternaria alternata + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Cladosporium cladosporioides + +
Epicoccum nigrum + + + +
Marasmius androsaceus + +
Neoscytalidium dimidiantum +
Pezizomycotina sp. 5 +

Sympodiella acicola + +




Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani

Komurka S1

Délka jehlice (mm) 13 10 10 10 18 14 16 15 13 12 10 14 10 17 13 13 9 10 13 13 13 14 16 12 11 15 11 10 11 13 13 14
Pigmentované mycelium1 2 1 1 2 1 1 2 2 3 1 2 3
Hyalinni mycelium® + + + o+ + + o+ +
Spory3 + o+ + + + + + + +
Druhy hub*
Alternaria alternata + + +
Desmazierella acicola + +
Pezizomycotina sp. 1 + + + + +
Druhy krytenek5
Arcella discoides 3 1 4 8 5 43 49 16 34 17 25 9 12 7 4 3 2 1 1 7 6 19 30 25 6 5 5 1 8
Assulina muscorum 28 3 42 70 70 55 100 14 16 60 25 3 26 3 3 28 70 150 90 34 40 60 50 35 23 40 50 200

Phryganella acropodia 80 130 90 60 60 70 80 100 80 120 70 60 50 32 38 37 24 59 52 70 70 90 170 70 60 160 100 50 50 40 40 130

Komurka S2

Délka jehlice (mm) 13 12 10 12 13 13 14 11 10 9 14 13 12 15 12 15 11 9 16 12 13 15 13 16 14
Pigmentované mycelium1 2 3 1 1 3 1 1 3 1 1 3 1 3 3 3 1 3 3 2 2
Hyalinni mycelium2
Spory3 + + + + + + +
Druhy hub*
Alternaria alternata + +
Chalara sp. +
Desmazierella acicola +
Pezizomycotina sp. 1 + + + + +
Druhy krytenek5
Arcella discoides 150 10 1 2 2 2 1 3 1 2 1 3 3 2 4 4
Assulina muscorum 22 70 110 4 8 45 3 1 2

Phryganella acropodia 130 150 180 130 270 90 110 60 100 60 150 200 130 10 130 180 100 130 220 250 250 200 130 140 160
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Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani

Komurka S5

Délka jehlice (mm) 14 11 13 14 13 16 14 18 14 11 14 13 12 10 9 13 11 13 11 15 18 16 21 27 22 15 16 13 11 12
Pigmentované mycelium1 1 1 1 1 1
Hyalinm’mycelium2 + + + o+
Spory3 + + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ + 0+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Druhy hub*
Acrodontium crateriforme +
Alternaria alternata +
Chaetosphaeria preussii +
Chalara longipes +
Cladosporium cladosporioides +
Cladosporium spp. +
Marasmius androsaceus + + + + + + + + + + +
Mucorales + + o+ + + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + O+ o+ o+ o+
Penicillium sp. (sekce Biverticillium) +
Pezizomycotina sp. 1 +
Pezizomycotina sp. 2 + + +
Sordaria spp. +
Trichoderma spp. + 0+ + + + 4+ o+ o+ o+ + + + 4+ o+ o+ o+
Zalerion arboricola + +
Druhy krytenek5
Arcella discoides 2
Assulina muscorum 2
Phryganella acropodia 1

Komurka S6

Délka jehlice (mm) 12 19 18 15 15 15 12 19 21 18 16 12 8 12 17 16 20 16 12 13 17 15 17 10 14 15 15 14 11 15 12
Pigmentované mycelium’ 3 2
Hyalinm’mycelium2
Spory3 + + +
Druhyhub4
Chalara longipes
Marasmius androsaceus + + 0+ + + + o+ o+ o+ 4+ o+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ + o+ o+ o+ + o+
Mucorales +
Pezizomycotina sp. 3 + +
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Vyskyt hub a ¢etnosti krytenek v okoli jednotlivych jehlic borovice lesni (B), modfinu opadavého (M) a smrku ztepilého (S) — pokracovani

Komurka S3

Délka jehlice (mm) 12 14 11 11 12 14 15 12 10 11 12 13 11 12 14 19 19 15 11 12 18 10 11 14 8 14 10 16 10 17 13 14
Pigmentované mycelium1 3 1 3 1 2 3 3 3 3 3 1 1 3 1 3 3 3 2
Hyalinni mycelium® + + +
Spory3 + + + + + + + +
Druhy hub*
Desmazierella acicola + + +
Pezizomycotina sp. 1 + + + + +
Pezizomycotina sp. 2 +
Pezizomycotina sp. 6 +
Scolecobasidium sp. +
Druhy krytenek5
Arcella discoides 4 45 9 3 2 14 21 2 1 3 5 2 2 7
Assulina muscorum 1 23 40 60 120 600 900 160 70 30 40 7 11 30 18 2 30 40

Phryganella acropodia 180 60 140 130 130 110 150 140 90 60 100 80 50 31 40 90 50 200 90 90 100 90 110 150 200 260 200 180 120 100 100 140

Komurka S7

Délka jehlice (mm) 17 13 17 15 13 14 15 15 19 12 17 19 20 18 23 14 17 11 14 11 19 15 18 20 14 21 12 11 13 17 15 18
Pigmentované mycelium1 1
Hyalinni mycelium2 + + + + 4+ + + 4+ + 4+ + + +
Spory3 + + + + + +
Druhy hub*
Marasmius androsaceus ~ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Mucorales + + ¥ +
Pezizomycotina sp. 2 + +

Druhy krytenek5
Assulina muscorum 60 2 7 11 9 13 5 30 17 36 19 160 420 1000 2500 2000 2000 2000 2000 2000 110 90 180 70 9 8 220 210 1100 1100 140 500
Corythium dubium 8
Phryganella acropodia 8 2

! ¢islo oznacuje mnozstvi mycelia na filtracnim papire v okoli jehlice (1 — mycelium vyrusta z jehlice v hustoté mensi nez 1 hyfa na 1 mm jehlice, 2 — mycelium vyrista z jehlice v hustoté 1-5 hyf
na 1 mm jehlice, 3 — mycelium vyrusta z jehlice v hustoté vétsi nez 5 hyf na 1 mm jehlice), prazdné pole znamena, Ze na filtratnim papife nebylo Zadné viditelné mycelium.
2y oznacuje pritomnost hyalinniho mycelia na filtracnim papire v okoli jehlice, prazdné pole jeho nepfitomnost.
3 oznacuje pfitomnost spor nékterého z nize uvedenych taxond hub na jehlici nebo filtracnim papire v okoli jehlice, prazdné pole jejich nepfitomnost.
4 v vr, . . . . . . . 7,
+ oznacuje pritomnost daného druhu houby na jehlici, prazdné pole jeho nepfitomnost.
> Cislo udava pocet jedincd daného druhu krytenky na filtra¢nim papire v okoli jehlice, prazdné pole znamend, Ze krytenky nebyly na filtracnim papife v okoli jehlice pfitomny.

63



9.2. Krytenky na jehlicich smrku ztepilého pozorovanych ve skenovacim

elektronovem mikroskopu

Krytenky na 12 nekultivovanych jehlicich (kap. 4.3)

Taxony krytenek Pocty jedincid na jednotlivych jehlicich1
Arcella sp. /1
Assulina muscorum /1 1/ 1/ 2/ 1/ 1/ 5/
Corythion dubium 2/3 1/1 1/2 /1 1/ 1/2 1/ 7/1
Difflugia minutissima /1
Euglypha acanthophora /1
Euglypha ciliata 2/1 /1 2/
Euglypha compressa 1/ 1/2 /2 /1 1/ 1/ 1/1 3/ 3/1 /1 1/1
Euglypha rotunda 2/ 2/1 4/
Euglypha strigosa 2/ 1/ 1/ 2/1 /1 3/2 2/2 6/1
Euglypha tuberculata 1/
Euglypha sp. 2/1 1/ /1 1/ 2/
Nebela collaris 1/
Nebela tincta /1
Nebela sp. 1/
Phryganella acropodia 1/ 1/1 /1 1/
Placocista spinosa /1
Pseudodifflugia gracialis 1/
Tracheleuglypha dentata /1
Trinema complanatum 6/ 1/3 /1 /1 1/ 2/6 1/ /2 1/1 3/
Trinema enchelys 1/ /1 1/1 /1
Trinema lineare /1 /1 /2 2/1 1/1
Trinema sp. 3/2 2/
porostlost jehlic myceliem2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3

! ¢islo pred lomitkem udava pocet jedincu, ktefi byli v kontaktu s myceliem, ¢islo za lomitkem pocet jedincl bez kontaktu
s myceliem, prazdné pole znamena nepfitomnost daného taxonu krytenek na jehlici.
2 Cislo oznacuje mnozstvi mycelia jehlici (1 — do 33%, 2 — 34-66%, 3 — nad 67%).

Krytenky na 12 jehlicich po osmi mésicich kultivace ve vlhkych komurkach (kap. 4.3)

Taxony krytenek Poéty jedinch na jednotlivych jehlicich1

(jedinci v kontaktu s myceliem/jedinci bez kontaktu s myceliem)
Arcella discoides 1/ 3/1 2/1
Arcella sp. 4/3 2/
Assulina muscorum 9/7 2/3 32/31 2/1 16/11 15/8 /1 13/ 76/11 18/2
Bullinularia indica 1/
Centropryxis aerophila 6/1 10/2 1/ 6/4 3/ 5/
Centropryxis sp. 1/
Corythion dubium 2/1 1/1 /1 /1 1/ 17/3 1/
Difflugia minutissima /3
Euglypha rotunda 19/15 2/1  11/5 36/37 3/ 135/24
Euglypha strigosa 4/3 7/ 3/1
Euglypha sp. 4/ 3/2
Nebela sp. 2/1
Phryganella acropodia 12/6 16/15 12/16 38/22 15/1 42/45 8/12 28/ 48/  44/3 30/ 16/
Trinema complanatum /1

porostlost jehlic myceliem2 1 1 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3

! ¢islo pred lomitkem oznacuje pocet jedinc(, ktefi byli v kontaktu s myceliem, Cislo za lomitkem pocet jedinc bez kontaktu
s myceliem, prazdné pole znamena nepritomnost daného taxonu krytenek na jehlici.
2 Cislo oznacuje mnozstvi mycelia jehlici (1 — do 33%, 2 — 34-66%, 3 — nad 67%).
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9.3. Odolnost krytenky A. discoides viici antibiotikim

RozmnozZovani A. discoides po osetieni antibiotiky (kap. 4.4.2)

Osetfeni Pocty krytenek v Petriho miskach
pocateéni po 4 dnech po7dnech po 11 dnech po 18 dnech
Penicilin G 9 9 8 11 17
4 5 5 5 5
5 7 8 9 13
Streptomycin-sulfat 6 9 9 9 9
9 8 9 7 8
7 7 8 7 8
Destilovana voda 7 8 10 9 9
12 16 16 23 20
5 7 9 7 11

9.4. Kultivace krytenky A. discoides s Zivym a mrtvym myceliem

Cetnost kontaktu A. discoides s zivym a mrtvym myceliem t¥i druhd hub (kap. 4.5)

Druh Stav Pocet krytenek v kontaktu s myceliem Druh Stav Pocet krytenek v kontaktu s myceliem
houby mycelia /bez kontaktu s myceliem® houby mycelia /bez kontaktu s myceliem®
po 10 dnech po 24 dnech po 38 dnech po 10 dnech po 24 dnech po 38 dnech
H1 Zivé 4/4 3/4 3/4 H3 Zivé 7/0 3/0 3/0
4/6 0/8 0/0 8/0 8/0 8/0
0/8 0/7 0/0 4/0 5/0 5/0
6/1 6/2 6/2 8/0 8/0 8/0
6/1 5/1 5/1 6/0 6/0 6/0
mrtvé 1/7 0/7 1/5 mrtvé 8/0 6/0 6/0
0/8 0/9 0/9 3/3 2/2 1/2
6/1 3/6 3/6 6/0 6/0 6/0
2/5 0/6 0/6 7/0 7/0 7/0
5/3 3/4 3/4 7/0 7/0 7/0
H2®  zivé 1/5 3/1 3/1 Sterilni jehlice 11 8 8
7/1 7/1 7/1 7 6 7
7/1 5/2 5/2 8 8 8
3/2 1/4 1/4 5 7 5
7/1 7/1 7/1 7 7 7
mrtvé 0/6 0/4 0/4 ! Na potatku pokusu bylo vloZeno 8 jedincd, a to vidy mimo
0/6 0/5 0/5 mycelium.
0/7 0/7 0/7 2 Herpotrichia juniperi
0/8 2/6 0/8
3/5 2/6 2/6

Pocty jedinctl A. discoides v komirkach s myceliem H2 (Herpotrichia juniperi) a se sterilnimi
jehlicemi (kap. 4.5)

Stav mycelia Pocty krytenek
1. opakovém’2 2. opakovainl'3

Zivé 19 10
20 9
20 0
20 11
20 0

Sterilni jehlice 20 9
11 41*
20 0
18 22%*
19 24%*

! Po 22 dnech kultivace (na pogatku pokusu bylo vioZzeno 20 jedinci).
% Po 34 dnech kultivace (na pocatku pokusu bylo vloZzeno 10 jedinct).
*V téchto komarkach se vyskytl bakterialni sliz.
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9.5. Kultivace ve vihkych komiirkach s omezenim ristu bakterii a autotrofnich organismi

Vyskyt spor a mycelia a ¢etnosti krytenek v okoli jehlic ve vihkych komurkach ve dvou svételnych rezimech a s nebo bez oSetfeni antibiotiky (kap. 4.6)

A) StFidavy svételny rezim, bez oSetieni antibiotiky

komtrka Sv2

komtrka Sv5

komtrka Sv6 komtrka Sv7 komtrka Sv8

Mycelium1 2 2 2 2 3 2 2 2 3 3 1 1 2 3 2 2 1 1 1 1 1 2 1
Spory2 + + + + + + + + + + + + + + + +
Phryganella acropodi03 138 131 89 172 166 154 106 238 189 174 154 161 144 83 61

komtrka Sv9 komtrka Sv13 komtrka Sv14 komtirka Sv15 komtirka Sv16
Mycelium1 3 1 2 3 3 3 3 2 2 3 2 2 2 3 3 2 2 1 2 3 3 2 2 2
Spory2 + + + 4+ + + 4+ + + + + + + + + + + +
Arcella discoides’ 249 176 91 91 167 1 6 9 2
Phryganella acropodia3 1 18 89 1 119 116 68 78 180
Cyclopyxis kahl? 3 32 25
B) Stfidavy svételny rezim, s oSetfenim antibiotiky

komtrka Svi komtrka Sv3 komtrka Sv4 komtrka Sv10 komtrka Svi1
Mycelium1 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 3 1 3 2 3
Spory2 + + + o+ + + o+ + + + + + + + + +
Arcella discoides’ 1 34
Phryganella acropodia3 185 77 99 122 104 108 91 96 123 73 133 42 73 40 114

komtirka Sv12 komtrka Sv17 komtirka Sv18 komtrka Sv19 komtrka Sv20
Mycelium1 3 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 1 1 2 1 2 1 1 1 1
Spory2 + + + o+ + + + + + + + + + + + O+
Phryganella acropodi03 136 166 94 68 64 50 103 38 173 79 106 153 223 152 31
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Vyskyt spor a mycelia a ¢etnosti krytenek v okoli jehlic ve vihkych komiirkach ve dvou svételnych rezimech a s nebo bez osetieni antibiotiky

(pokracovani)

C) Temnotni svételny rezim, bez oSetfeni antibiotiky

komtrka Tm4

komtrka Tm5

komtrka Tm7

komtirka Tm10

komtrka Tm11

Mycelium1 3 1 2 3 1 3 2 1 1 3 2 1 1 3 3 1 1 2 2 1 2 2 1
Spory2 + + o+ + + + + + + + + + +
Phryganella acropodia3 198 158 109 61 44 226 32 29 227 93

komtrka Tm12 komtirka Tm13 komtirka Tm16 komtirka Tm18 komtirka Tm20
Mycelium® 1 1 2 2 2 3 2 2 2 1 1 1 1 3 2 1 2 1 3 2 1 2 1
Spory2 + o+ o+ + + + + + + + + + + + +
Arcella discoides’ 3 24 2 1 9
D) Temnotni svételny rezim, s oSetfenim antibiotiky

komiirka Tm1 komurka Tm2 komiirka Tm2 komiirka Tmé komurka Tm8
Mycelium 3 2 1 2 2 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 1 1 2 2 3 1 1 3 2
Spory + + + + o+ + + + + + + +
Phryganella acropodia 126 56 41 35 78 74 33 108 111 262
Assulina muscorum 2 306 13 14 166 10 1

komtrka Tm9 komtrka Tm14 komtirka Tm15 komtirka Tm17 komtrka Tm19
Mycelium 3 3 3 3 2 3 3 3 2 1 2 1 1 3 1 2 3 2 3 2 3 2
Spory + o+ 4+ + + + + + + + + +
Arcella discoides 6 4 2 3
Phryganella acropodia 42 33 17 112 321

! islo oznacuje mnozstvi mycelia na filtra¢nim papire v okoli jehlice (1 — mycelium vyrista z jehlice v hustoté mensi nez 1 hyfa na 1 mm jehlice, 2 — mycelium vyrista z jehlice v hustoté
1-5 hyf na 1 mm jehlice, 3 — mycelium vyrista z jehlice v hustoté vétsi nez 5 hyf na 1 mm jehlice), prdzdné pole znamena, Ze na filtraénim papife nebylo zadné viditelné mycelium.
24 oznacuje pfitomnost spor hub na jehlici nebo filtra¢nim papife v okoli jehlice, prazdné pole jejich nepfitomnost.

? Cislo udava pocet jedincd daného druhu krytenky na filtra¢nim papife v okoli jehlice, prazdné pole znamend, Ze krytenky nebyly na filtracnim papife v okoli jehlice pfitomny.
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