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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit, zda pafmgti ovliviwuji druhové spektrum hub
v opadu borovice lesniP{nus sylvestris), a zda schopnost disperzastic hub souvisi
s druhem pantiiika. Za timto elem jsem fipravila pologirozené systémy, ve kterych
jsem sledovala samovolné&esii hub vs. $&éni hub v pitomnosti dvou druin pancinika,
Adoristes ovatus a Phthiracarus sp. Ritomnost hub v systémech jsem vyhodnocovala
dvéma zpisoby, a to kultivaci hub z povrchowSetenych jehlic na agarovém meédiu a
piimym ukovani hub na jehlicich v systémech pod binokularpou. V dalSicasti prace
jsem izolovalacastice hub fitomné na povrchu a v exkrementech parké druhi
Adoristes ovatus, Porobelba spinosa a Spatiodamaeus verticillipes a porovnavala je
s druhem pantiika.

NejcetrgjSimi druhy hub, které se wippmnosti panéhika Siiily na jehlice, byly
Oidiodendron maius var. maius, Oidiodendron muniellense, Oidiodendron setiferum,
Umbelopsis ramanniana, Mucor hiemalis f. hiemalis a Mortierella hyalina. Na povrchu
pancfnika jsem s nejvySstetnosti zaznamenala drulBgauveria bassiana, Umbelopsis
ramanniana, Cladosporium cladosporioides s.l., Cladosporium herbarum s.l. a neuteny
druh z roduPenicillium. V exkrementech ieviddaly druhyAcrodontium crateriforme,
Umbelopsis ramanniana a Beauveria bassiana.

Vliv pancitnikt na slozeni druhoveho spektra hub v opadu byl fkamitni v obou
piipadech vyhodnocovani. Provedené analyzy dat pbtwiidv druhu pancinika na poet
¢astic hub na povrchu i v exkrementech. Vliv sezdayaet ¢astic hub pikazny nebyl.

Kli¢ova slova: panénici, disperze, jehlice, povrchla, exkrementy



Abstract

The aim of this study was to determine whetheratitbmites affect the variety of
fungi in litter of Scots pine (Pinus sylvestrishdaif the dispersibility of fungi particles is
related to oribatid mite species. To this end,Jehprepared several semi-natural systems,
in which | observed dispersion of fungi separateig in the presence of two oribatid mite
speciesPhthiracarus sp. andAdoristes ovatus. | assessed the experiment in two ways, by
a cultivation of washed needles on agar mediumdaredt observation of needles under a
binocular magnifier. In the next part of this studgolated particles of fungi present on the
surface and in the faeces of oribatid mitsdoristes ovatus, Porobelba spinosa and
Spoatiodamaeus verticillipes and compared it with the respective oribatid refiecies.

The most frequent needles fungi spread by oribatids wereOidiodendron maius
var. maius, Oidiodendron muniellense, Oidiodendron setiferum, Umbelopsis ramanniana,
Mucor hiemalis f. hiemalis and Mortierella hyalina. On the mites body surface the most
commonly recorded fungi wereBeauveria bassiana, Umbelopsis ramanniana,
Cladosporium cladosporioides s.l., Cladosporium herbarum s.I. and unknown species of
the genusPenicillium. Fungi specieé\crodontium crateriforme, Umbelopsis ramanniana
andBeauveria bassiana were most frequently found in the faeces.

The influence of oribatid species on the compasitdthe community of fungi in
litter was significant for both sets of data filegaluations. The analysis of data from the
surface and from the faeces have confirmed thaentte of oribatid mite species over the
guantity of particles of fungi on the surface andthe faeces too. The number of fungi

particles has not proved to be seasonally affected.

Key words: oribatid mite, dispersion, pine neeblagy surface, faeces
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1. Uvod

Opad jehknatého lesa je obyvan celdadou organisiin Vedle hub je opad
osidlovan bakteriemifasami, protisty¢i raiznymi skupinami bezobratlych Zivighu.
Zmiréné organismy mezi sebou interaguji a ustavuji dycdeoa rovnovahu tohoto
heterogenniho prastdi. Ackoliv byla a je studiu opadu a ¥m Zijicich organisr
vénovana znéna pozornost, istava stdle mnoho nezodgaenych otazek. Jednou z nich
je problematika disperze hub prgstnictvim pandhiki, negetrgjSich bezobratlych
obyvatel lesniho opadu. Disperze hub pariky spd@iva nejen v uchyceni spafi
fragmenti hub na jejich povrchu, ale také ¥eposucéstic hub v exkrementech. Ve své
praci jsem se pokusila alespatast&éné objasnit vyznam paniciiki pro slozeni

spole&enstva hub v opadu borovice lesni.

1.1. Cile a struktura prace

Tato diplomova prace navazuje na grantovy projekA (KJB601110718- Viiv
pancfnika (Acari:Oribatida) na disperzi a kompetici saprétfoh hub: modelova studie
na @ikladu borového opadu), jehoz hlavnfesitelem byl Mgr. Onigtj Koukol, Ph.D., a
ktery byl feSen vletech 2007 — 2009 na Katedbotaniky a Kate@ zoologie
Prirodowdecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Jednimystupi tohoto projektu byl
¢lanek, na Bmz jsem seéastend podilela: Koukol, O., Mourek, J., Janovsky, Zerna, K.
(2009) Do oribatid mites (Acari: Oribatida) showheher preference for ubiquitous vs.
specialized saprotrophic fungi from pine litterAl®iology and Biochemistry 41: 1124-
1131.

Pri feSeni projektu vyplynuly dalSi otazky, jejichz zodgzeni by pomohlo
objasnit dalSi aspekty interakce mezi pam&y a houbami. Na dkteré z échto otazek
navazuje i ma diplomova pracefi pejimz vypracovani jsem sffovala ke splani 2
z&kladnich, na sebe navazujiciclicil

1. Owiit, Ze pandinici ovliviiuji druhoveé spektrum hub v opadu

2. Zjistit, zda schopnost disperzastic hub souvisi s druhem paingka



Abych mohla tyto stanovené cile spinit, zaloZikenjs2 experimenty, u nichZ jsem
si polozila rgkolik otazek:
I. Inkubace 2 typ jehlic v ne/gitomnosti panc¢hika
» LiSi se druhové spektrum hub na jehlicich v Hgdpnosti panghika?
* Ovliviuje typ jehlice (kolonizovana / sterilni) &§most disperze hub
panciniky?
Il. Oplach pandéhiki a kultivace exkremeft
* Souvisi p@etcastic hub na povrchu s druhem pénitia?
o LiSi se paeet castic hub vexkrementech mezi jednotlivymi druhy
pancinika?

* Ovliviiuje sezbdna peet castic hub na povrchu a v exkrementech pauflai?



2. Literarni p ¥ehled

2.1. Dekompozice jehlénatého opadu a sukcese hub

Houby gedstavuji velmi vyznamnou sloZzku opadu, ktera #aje& dekompozici
organického materialucetns jehlic a hraje tedy iezitou roli v kolokzhu Zivin (Boberg
2009). Kolonizace a nasledna dekompozice aelyoh jehlic probiha postupra kthem
jednotlivych fazi rozkladu se spektrum huldmh Dekompozice jehlic Zéna jiz kEhem
jejich senescence na strémV této fazi se uplauji jak endofytni, tak i epifytni a
parazitické houby (nd&p rod Alternaria, Cladosporium, Lophodermium) (Przybyt et al.
2008, Tokumasu & Aioiki 2002). V dalsi fazi jehliee stromu opadaji na svrchni vrstvu
pudy (opadova vrstva), kde nejprve dochazi k rozkhagitiniho obsahu butk a posléze i
k rozkladu busénych sén impregnovanych ligninem. Na této fazi se podiida
saprotrofnich zastufic vieckovytrusnych (nap Verticicladium trifidum, Sympodiella
acicola) a stopkovytrusnych hub (napMycena galopus, Marasmius androsaceus) (Ponge
1991, Tokumasu & Aioiki 2002, Tokumasu et al. 199Bp rekolika letech jehlice
piechdzeji do fermentai a humusové vrstvy, kde jsou findlnrozkladany
ektomykoriznimi, pip. erikoidré mykoriznimi, houbami (Lindahl 2007, Ponge 1991).

Na rozkladu jehlic viizném stadiu dekompozice se mimo hub podileji iidal$
organismy. Jehlice jsou bezobratlymi Ziahy rozneélnovany na menstasti (Siira-
Pietikdinen et al. 2008), a tim se stavaji dostjdmi pro hlavni rozklads opadu
v jehlicnatém lese, tedy bakterie a houby (Boberg 2009jdtih& Boberg 2008). Houby
jsou vyznamné zejména svou schopnosti rozklad&btrozlozitelné latky (lignin, tanin,
humusové slateniny, polyfenolické latky) prosdnictvim extracelularnich enzym
(Baldrian 2006, Koukol et al. 2004, Osono 2007).

Schopnost houby kolonizovat jehlice je oviiwa radou faktoé (Przybyt et al.
2008). Vedle viySich abiotickych (nadniska vyska, vihkost, zi&teni prostedi apod.) a
biotickych faktofi (pfitomnost dalSich organisinjsou to i vlastnosti houby (schopnost
vyuZzit zdroj, rychlost kolonizace substratu, n&por, kompetini schopnost). Vysledna
kolonizace jehlic houbami je tedy dana spdkgbenim dchto faktoti v prostoru atase
(Dighton 2007).



2.2. Pancitnici

Roztai podiddu pandhici (Araci: Oribatida) jsou nejpéetngjSi skupinou pdnich
Zivogichu, ktefi se vyznamnym Zisobem podileji na dekompozici organického materiélu
(Behan-Pelletier 1999, Maraun et al. 1998a, Pate&eluxton 1982). Dosud bylo
popsano fes 10 000 druh jejich skuteény patet se vSak odhaduje az na 100 000 (Schatz
2002).

Pancinici jsou celos#tové rozSteni Zivaichové, ktéi se nachazeji v celiadk
raznych tym habitati (Mitchell 1978). Kron& organické vrstvy fdy a jejiho blizkého
okoli (prizemni vegetace, epifytické a epilitické mechy Sejhiky) obyvaji panénici i
koruny stront a dokonce i vodni pragidi (Coleman et al. 2004, Schatz & Behan-Pelletier
2008, Wallwork 1970).

Patet pandinika v padé je zavisly na lokal#. V ¢ernozemich vlihkych a teplych
oblasti se jejich pet pohybuje okolo 30 000 jedicna nf, naproti tomu v pdach
jehlicnatych le§ mirného pasma fie pa&et pandinika dosahnout az 500 000 jedinna
m* s lokalni diverzitou 120 drdhna nf (Johnston 2000, Maraun et al. 2003, Maraun &
Scheu 2000, Schatz & Behan-Pelletier 2008). Vyguié&tnost panchikia je mimo jiné
dana takeé jejich velikosti, ktera se pohybuje okalth az 2 mm (Krantz & Walter 2009).
Skute&nost, Ze abundance pafmiki smérem k jehlénatym legm roste, nize byt dana
tim, Ze se jehtinaty opad vyznauje vysSim porfrem uhliku a dusiku, coZ vede k jeho
pomalejSi dekompozici a nasleédke kumulaci. V takovémifpac se vytvdi humus typu
mor s kyselym pH, jenZ spolu s vihkosti vyivehodné podminky proist hub, které pro
pancfniky predstavuji vyznamny zdroj potravy (Wallwork 1976)okcElavanych a jinak
naruSovanych jrdach vSak p&et pandiniki na jednotku plochy klesa (Behan-Pelletier
1999).

Potravni biologii panéniki byla dosud ¥novana znéna pozornost. K jejimu
studiu je vyuzivandada metod, jako jsou potravprefererini testy (Koukol et al. 2009,
Maraun et al. 1998b, Schneider & Maraun 2005), sfwaci morfologie chelicer (Kaneko
et al. 1998), analyzy obsahuest (Kaneko et al. 1995), studium enzymatické vybavy
traviciho traktu (Siepel & Ruiter-Dijkman 1998) analyzy stabilnich izotap **N/*N
(Pollierer et al. 2009, Perdomo et al. 2012, Saterett al. 2004a).



Stejre jako existujerada metod, existuje fiada nazar na potravni specializaci
panctnikia. Schuster (1956) paroiky rozclil dle potravnich preferenci na druhy
makrofytofagni (konzumujici odumlé devo, kadeny, opad), mikrofytofagni (konzumuijici
houby,tasy, liSejniky a pyl) a nespecializované (konzuoiwduntely rostlinny material,
houby, liSejniky a pyl). Luxton (1972) poté nahtasinaeni ,nespecializované druhy*
novym terminem ,panfytofagové“. Ze srovnavaci amplghelicer Kaneko et al. (1998)
vyvodili dalSi skupinu ozr@nou jako ,konzumenti fragmeift kteti se vyzna&ovali
stejnou potravni biologii jako panfytofagove s timadilem, Ze konzumovali pouzéegem
rozruSené potravni partikule.

Siepel a Ruiter-Dijkman (1993) wvytiib novou klasifikaci zalozenou na
piitomnoti/absenci enzyiin(chitinaza, celulaza, trehalaza) v travicim tralancinici byli
roztazeni do 7 skupin: herbivorous grazers‘ (celuldzova aktivita; schopni stravit jak
burg¢nou sénu, tak buwgcny obsah rostlinnych beh), ,herbivorous browsers' (bez
celulazové a chitindzové aktivity; schopni zpradgea burény obsah rostlin), herbo-
fungivorous grazers® (chitinazova i celulazova aktivita; schopni vyuburg¢ny obsah i
burgcné sény hub i rostlin), fungivorous browsers* (trehalazova aktivita; schopni stravit
pouze buiény obsah hub a liSejnil, ,fungivorous grazers* (trehaldzova a chitindzova
aktivita; schopni vyuzit bugtny obsah i bu&nou s&nu hub), oportunni herbo-
fungivores® (trehaldzova a celuldzova aktivita; schopni stréwné¢ny obsah hub i
burg¢nou sénu rostlin) a omniv (celulazova a chitindzova aktivita; schopni zjonzat
bunéénou stnu rostlin i hub, ale neschopni stravit trehalgeadnu z hlavnich komponent
bunééného obsahu hub). Skupiny s o&aaim orowsers vystihovaly pandiniky schopné
vyuZit pouze bu¥ny obsah potravy, zatimco termimgrazers’ oznaoval pandiniky
schopné stravit jak bgtny obsah, tak i bunou stnu potravniho zdroje. Enzymaticka
vybava pand¢hika se vSak mize podle aktuathtravené potravy #mit a dale je obtizné
urcit, které enzymy si vyprodukuji patioici sami, které ziskaji z présti, z idnich hub,
nebo které ziskaji od bakterirestni flory (Hubert et al. 2001, Liana & Witasiki 2010,
Smrz & Catska 2010). Siepel (1990) navic uvadi, Ze enzyarydujici busénou sténu
hub a rostlin jsou prima&nprodukovany za delem rozruseni bk pro ziskani na Ziviny
bohatSiho buttného obsahu.

Schneider et al. (2004a), kiese zabyvali analyzou stabilnich izotop’N/*N,
naproti tomu rozédili pancitniky pouze do 4 potravnich drovni: fykofagové adivoii

(konzumuijici fasy, liSejniky), primarni dekompozto(vyuzivajici jako zdroj potravy
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opad), sekundarni dekompozitqkonzumujici pedevSim houbygasténé i opad) a
karnivai, mrchozrouti a omnivid (konzumujici houby i Ziv&i mrtvé Zivaichy). Prav
Siroké potravni spektrum paneiki mizZze vyznama prispivat k vysoké diverzit které

Vv pade, zejména jehtinatych lef, dosahuji (Schneider et al. 2004b).

2.2.1 Charakteristika vybranych druh @ pancitnika

V této kapitole je uvedena stna charakteristika 4 drihpanciniki, které jsem

v ramci této prace pouzila.
Adoristes ovatus (¢eled’ Liacaridae)

Tento druh panénika s hladkym povrchengla doiista do délky okolo 649 um
(Caruso & Migliorini 2009). Pat mezi pandhiky s kratSimi kotetinami a vysSi
mobilitou v opadu (Krantz & Walter 2009). Z potrdka hlediska jefazen mezi

panfytofagy, vedle rostlinného materialu se Ziwdoubami (Luxton 1991).
Phthiracarus sp. €eled’ Phthiracaridae)

Délka €la zastupt roduPhthiracarus je velmi variabilni, pohybuje se podle druhu
v rozmezi 400 — 1500 um. Spatgmi rodovymi znaky jsou hladky povrchld, kratké
korncetiny a velmi nizka mobilita v opadu, ktera souwsgpotravni biologii (Krantz &
Walter 2009). Zastupci tohoto rodu jsou makrofytmiae, Zivi se tedy rostlinnym opadem,
do jehoz vnitku i zalézaji (Pande & Berthet 1973). Existujgkalik studii, ve kterych
zéstupci tohoto rodu konzumovali fragmenty huifitgmnych v rostlinném materialu
(Hartenstein 1962, Schuster & Murphy 1991).

Porobelba spinosa (¢eled’ Damaeidae)

Povrch &la P. spinosa je pokryt vlaknitym cerotegumentem a <s\Kami.
Velikostreé se jedna o mensiho pafrdka, ktery doistd do délky 345 — 420 um (Pérez-
fAigo 1997). Na rozdil odipdchozich pantriiki méa del3i nohy a vyziaje se zn&nou
mobilitou v opadu (Krantz & Walter 2009). Z potrakra hlediska se jednad o
mikrofytofaga, ktery se Ziviipdevsim houbami (Schuster 1956).
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Spatiodamaeus verticillipes (¢eled” Damaeidae)

Tento druh panénika se stejnjako P. spinosa vyznauje povrchemda pokrytym
cerotegumentem a s¥kami, dlouhymi kogetinami a zné&nou mobilitou v opadu (Krantz
& Walter 2009). Oproti fedchozimu druhu vSak data az do délky 675 — 695 um
(Pérez-ifiigo 1997). Z hlediska potravni biologi¢geen mezi mikrofytofagy, konzumuje
pievazrié houby (Schuster 1956).
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Obr. 1: Morfologie pandiniki: a) Adoristes ovatus, b) Phthiracarus sp., c)Porobelba
spinosa, d) detail cerotegumentu druliu spinosa, e) Spatiodamaeus verticillipes, f) detall
cerotegumentu druh@ verticillipes (foto: J. Mourek)
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2.3. Interakce hub a panciniki

Lesni opad fedstavuje rozsahlou mozaiku, v niZz Zije obrovskéoistvi
organisnii. Tyto organismy se dostavaji do vzajemnych inteiraéoZ udrzZuje firozenou
rovnovahu tohoto ekosystému. Houby na jednu stkampetuji o prostor a zivny substrat,
na druhou stranu sami poskytuji potravd, & ve forng vlastni stélky nebo ve forn
exsudat. Pandainici houby vyuZivaji jako zdroj potravy, naprotimta mohou houbam

slouzit jako vektor penosu jejicktastic (fragmenty hyf, spory).

2.3.1.Konzumace hub pancdniky

Konzumace hub pariciky miZze zaviset naradk faktorni. Jednim z nich je
enzymaticka vybava traviciho Ustroji panék a tedy potazmo druh paiwgika (Siepel &
Ruiter-Dijkman 1993). DalSim faktorem je typ suBsir vyuzivany houbami, ktery
ovliviiuje produkci sekundarnich metabblihub a tedy jejich ifpadnou ,chutnost"
(Bengtsson et al. 1988, Bengtsson et al. 1991, lkapé al. 1995, Leonard 1984). dity
vliv na preferenci &kterych druti hub mize mit i dostupnost potravy. Anderson (1975) ve
své studii uvadi, Zedglni ¢lenovci vykazuji witou potravni plasticitu, neligsou schopni
konzumovat Siroké spektrum hub, avSakipack dostatku velmi vyzivné potravy se
mohou jevit jako potravni specialisté.

Mimoto miZe byt konzumace ovliwma i morfologii mycelia a spor. Maraun et al.
(1998a) v laboratornich podminkéch zjistili, Zeps@ctnici vyhybaji houbam s dlouhymi
a kompaktnimi hyfami, do kterych se mohou snadrmoatat. Riziko pro & predstavu;ji
zejména houby vykazujici chitinolytickou aktivitunaf@. rod Beauveria, Mortierella,
Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma), jez mize pandiniky vazre poskodit. Autdi se
proto domnivaji, Zze pargcici upg‘ednosiiuji spiSe druhy s kratkymi, volnymi hyfami
(nagx. rod Alternaria, Hymenoscyphus). Prekvapiv prédw chitinolyticky druh Beauveria
bassiana je houbowasto asociovanou s povrchem pamigii a jinychélenovai (Meikle et
al. 2007, Metkiewski et al. 2000, Renker et al. 2005, Vissealel987).

Obecrg plati, Zze panehici konzumuji Siroké spektrum hub. Mezi ob&cn
preferované houby pattmaw pigmentované, saprotrofni druhy (radadosporium,
Alternaria atd.), v jejichz myceliu jeiftomen pigment melanin. V menSifmijsou potom
preferovany houby se &Wm myceliem (nap rod Trichoderma, Fusarium) a houby

spdjivé (nap rod Mucor, Morteirella). Mezi nejmé konzumované houby gatzastupci
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stopkovytrusnych hubMarasmius androsaceus) (Hubert et al. 2004, Kaneko et al. 1995,
Kaneko et al. 1998, Klironomos & Kendrick 1996, kol et al. 2009, Luxton 1996,
Maraun et al. 1998a, Maraun et al. 2003, MitcheP&kinson 1976, Schneider & Maraun
2005). Tato preferovanost vSakibe byt do jisté miry zkreslené, nebee WtsSiné studii
byli panctnikim nabizeni zastupci spajivych a stopkovytrusnydh jben okrajo¥.

Melanin je pro gdni ¢lenovce velmi obtiz& stravitelny, coZz vede k otazce, pro
jsou tyto houby preferovany. Maraun et al. (2008)tsuto otdzkou zabyvali a navrhli
n¢kolik hypotéz, které by tento paradox mohly wisiv. Prvni hypotéza hovo o tom, Ze
tmavé houby mohou, na rozdil od ostatnich hub, ladbss#t vice Zivin. Druhd hypotéza se
opira 0 moznost, Ze pangici vyhledavaji tyto houby zidodu vyuZiti jejich velmi
efektivnich exoenzyf Tieti hypotéza navrhuje, Ze tmavé houby jsou prefergvpro
jejich nizkou toxicitu a posledni hypotétika, Zze tmavé houby mohou byt pandky
vyhledavany jako indikatory @itého stadia rozkladu organického materialu, kdmu js
piitomny i dalSi druhy preferovanych hub. ilep tyto hypotézy istavd nejasné, pto
existuje v ramci tmavych hub mezi pamiky urita preference (Schneider & Maraun
2005).

BéZnym jevem, ke kterému nejen v opadu dochazi, @dnéhova i vnitrodruhova
kompetice o prostor a ziviny (Boddy 2000). &alika studii vyplyva, Ze intenzivni
konzumaci ufitého druhu houby mohotlenovci snizovat jeho kompetitivni zdatnost
(Newell 1984, Parkinson et al. 1979, Tiunov & SchH#05). Jako fiklad Ize uvést
primarniho kolonizatora jehlid.ophodermium pinastri, ktery je v sukcesnim sledu
nasledovan sekundarnim dekompozitonéarticicladium trifidum (Ponge 1991). Setkaji-i

i s

viv s

V. trifidum intenzivre spasana (Koukol et al. 2009imz se niZze zn&né oslabit jeho
kompetitivni zdatnost 8&i druhu L. pinastri. Tento druh by vtomto ffpadc mohl
intenzivreji rast a gipadre i vytvorit plodnice.

Konzumace hub parciiky, ale i jinymi gidnimi bezobratlymi, ma jak pro houby,
tak pro pangniky dalsi vyznam. Vlivem konzumace hulize dochézet nejen ke Zmam
biomasy hub v opadu, ale také k menSim vychylk&iverzré hub. Prostorové agregace
pudnich¢lenovai, véetné panctnika, vytvaeji dynamickou mozaiku konzurach tlaki
na spoléenstvo hub v opadu (Berthet 1964, Hanlon & Ander&®@9). Houby dmto
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tlakam odolavaji prosednictvim kompenzamiho mistu mycelia (Hanlon & Anderson
1979). | gesto se vSak mnozi atitehoduji, Ze konzumace hub skiri& maze ovlivnit
celkovou biomasu hub v opadu (Bardgett et al. 198$)lon & Anderson 1979, Leonard
& Anderson 1991, Lussenhop & Wicklow 1984, Maraunak 1998a, Parkinson et al.
1979).

2.3.2 Disperze hub pidnimi Zivoéichy

Houby k Sfeni vlastnich spor vyuZzivaji jak abiotickych, taiotltkych vektofi.

Z abiotickych vektal se v opadu uplatije predevSim voda, z biotickych vektojsou to
vedle obratlove i mali bezobratli Zivéichové (Renker et al. 2005). Disperze huilmi
bezobratlymi probihd 2 mechanismy. Prvnim z niclerjdozoochorie, tedyi@noscastic
hub travicim traktem (Lilleskov & Bruns 2005)idel vstupem do traviciho traktu dochazi
k mechanickému naruSeni houbovydlastic a poté kjejich dalSimu poskozeni
enzymatickym aparateriimz se radikalé sniZuje Zivotaschopnostchto¢astic (Visser et
al. 1987). Druhym mechanismem je ektozoochoriey tdigperze fichycenych ¢astic
povrchem &la (Lilleskov & Bruns 2005). # praichodu opadem se bezobratli ziiahové
otiraji o mycelia hub¢imZ se na jejich povrchéla zachytavaji fragmenty hyf spory. Ri
dalSim kontaktu s opadem se mohou @dstice z povrchuéta uvokovat a kolonizovat
tak novy substrat (Hanlon 1981, Hanlon & Anders@&v9). Vzhledem k tomu, Ze na
povrchu €&la nejsoucastice hub vystaveny mechanickému ani enzymatickgodkozeni
travicim procesem, zda se byt ektozoochotimngjSim zpisobem &eni ¢astic hub nez
endozoochorie (Renker et al. 2005).

Uspsdnost disperze hub prastinictvim pandhika je zavisla na &kolika
faktorech. Vyznamnou roli hraje morfologie povrchanctnika a spor hub. Povrcila
nékterych pandhika byva pokryty tzv. cerotegumentem (vrstva stabiinddkovin, kterd
panctniky chrani jak ped sméenim, tak i ped vyschnutim), jenz vytvaskulpturovany
povrch gla. Nekterym pandinikim dokonce na povrchéla zistavaji zachyceny i suiky
(nap. Porobelba spinosa). Na takto ¢lenity povrch se mohouwastice hub snadno
zachytavat, a tak i %i na novy substrat (Krantz & Walter 2009). S pdwem €la Uzce
souvisi i jeho velikost. Obeérplati, Ze¢im je velikost povrchuéta Zivaticha wtsi, tim je
vySSi p@et zachycenycliastic hub (Pherson & Beattie 1979). Krbbtoho mohou byt i
spory hub vybavenyifvésky, které zvySuji moznostiphyceni na povrchila (Lilleskov
& Bruns 2005).
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DalSim faktorem, ktery f@¥e ovlivnit disperzi hub, je mobilita daného Ziaha.
castice hub roznasSet. Berthet (1964) v laboratorrpodminkach nassil maximalni
rychlost pohybu paninika 42 cm / den. Této rychlosti vSak finpzenych podminkach
heterogenniho opadu mohou jetiko dosdhnout. Krotntoho se jejich mobilita iZe
menit jak s typem a vihkosti opadu, tak s typeidya se sezonou.

Diky disperzi progednictvim panc¢hiki mohou houby rychleji kolonizovat nové
substraty,cimz se do wité miry miZze nenit i prostorova distribuce spdenstev hub

v opadu.

3. Metodika

3.1. Lokalita pro odbér opadu

Opad jsem odebirala v N®eské Svycarsko 3 km zapadad obce Doubice, na
lokalit¢ RuZzova zahrada (86320.28'N, 14°2453.82'E). Charakteristickou fédvinou na
této lokalit je borovice lesniHRinus sylvestris) s gimési borovice vejmutovky Rinus
strobus), lokalni podrost je ti@n brusnici batvkou (Vaccinium myrtillus). Mateinou
horninou jsou piskovce,tda je lehka, ptsthd az hlinito-pigita. Opad jsem sbirala
z rekolika mist téze lokality z opadové (L-horizont)f@rment&ni vrstvy (F-horizont)
opadu. Pro jehlice zopadové vrstvy je typickad stetist, zatimco na jehlicich
z fermentani vrstvy je znatelny mikrobialni rozkladigest rozeznatelné strukie jehlic
(Lindhal et al. 2007). Odebrany opad (cca 30 I)mjsaikladala do velkych
polyethylenovych pytl a zpracovala do 24 h od&b. OdkEr vzorki jsem provada
v terminech 7. 9. 2009 a 30. 10. 2009 pro studilivu pancfnika na kolonizaci opadu a
12.5.2011 a 5. 11. 2011 pro detekci mykobiotypoarchu a v exkrementech paimika.

3.2. Extrakce pancifnika z opadu

Panciniky z opadu jsem extrahovala pt@esinictvim Berlese-Tulgrenova
extraktoru (viz Obr. 2). Zakladni komponentou elxtivau je skledna nalevka (pmeér
nejSirsicasti 30 cm, asti hrdla 3 cm) drzenarewném stojanu. V hornfasti nalevky je
umisgno kovové sito (@meér 26 cm, velikost ok 2 x 2 mm), nad nimz sviti X
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(40W). Dolni ¢ast néalevky usti do 8mé nadoby. Jako &mou nadobu jsem pouzila
polypropylenovou kraldku se sadrou, v jejimz 8ku jsem vyizla otvor (ptimér 3 cm), do
n¢jz presreé zapadlo Usti nalevky (podrobny postup viz 5.3.dipfava systéri). Pro
ziskani panénika jsem celkem pouzila 10 extrakior

Nalevky jsem nejprve omyvala v cca 8 | vodyiglpvkem 0,5 | SAVA (SAVO
Original) ve vysledné koncentraci chlornanu sodn2[& %, potom jsem je oplachovala
pod tekouci vodou a po oschnuti jsem #ekitnalevek jest otrela 30% etanolem. Sita
nalevek jsem fipravila stejnym zppsobem. Po oschnuti nalevek a sit jsem vzorky opadu
rovnonerné rozprostela do sit a zapnula Zarovky. Po dvou dnech jserrnéb
krabicky pod extraktory vyjmula a ze ssného vzorku jsem pod binokularni lupou (Leica
EZ4, rezim plného a pchoziho s¥tla, zwtSeni 30x) vybirala pantiiky (Adoristes
ovatus, Phthiracarus sp., Porobelba spinosa, Spatiodamaeus verticillipes). Panciniky
jsem vybrala tak, aby reprezentovali skupiny s3mtlu velikosti a morfologii povrchu. Ze
smésného vzorku jsem painiky vybirala Stteckem, ktery jsem po kazdém jedinci
oplachovala v kadince s 30 % etanolem a poté wkadse sterilni destilovanou vodou.
Panciniky téhoz druhu jsem umigvala do polypropylenové kratky se sadrou (stejné
jako pi pripraw systéni), kterou jsem fedtim je& zavlitila sterilni vodou. Zdchto
krabicek jsem Stteckem oplachovanym v etanolu a ve ¥og@anctniky odebirala a
vkladala do pislusnych systétn variant SP a TP a do systémpro nasledny oplach

pancfnika a kultivaci exkremerit

Obr. 2: Berlese-Tulgrenovy extraktory
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3.3. Vliv panciiniki na kolonizaci opadu houbami

3.3.1. Priprava systémi

Zakladem systétnbyla polypropylenova kratka s vékem (11 x 8,5 x 3 cm). Do
vicka kazdého systému jsem rozzhavenym korkovrtettaladotvor o pémeru 1cm, ktery
jsem grekryla kouskem planktonky (velikost ok 80 um), dyy zajiS€n pristup vzduchu
do systému, ale zarokveaby bylo zabr&mno uniku pandhiki. Na dno kazdého systému
jsem nalila 30 ml sadry, kterou jsemigravila smichanim praskové sadry sterilizované
v autoklavu (125 kPa, 12C, 20 minut) se sterilni destilovanou vodou steoWianou
stejnym zfisobem. Sadru v systémech jsem nechala 20 min. stihpatom jsem systémy
pienesla pod UV, aby byla dle moznosti zaigt maximalni sterilita. Po 24 hod. jsem

zalozila jednotlivé varianty systém

3.3.2.Design a zalozeni

V ramci tohoto experimentu jsem pouzila 2 druhy giamki, A. ovatus a
Phthiracarus sp. PandhikaPhthiracarus sp. se mi nepod#o urcit do druhu, nebddruhy
rodu Phthiracarus se velmi obtiZz& urcuji (Mourek os. sél.). Zminéné druhy jsem vybrala
na zaklad jejich nejvyssichtetnosti po extrakci z opadu. tgsto byl pdet jedind rodu
Phthiracarus na zalozeni vSech 6 zamyslenych variant, v nigith Isledovala 2 faktory
(vlastni Steni hub na noveé jehlice aré&ni hub prosednictvim pandhiki), nedostaujici.

Z tohoto divodu jsem zalozila pouze 5 variant.

Varianty a jejich zkratky:

TP — jehlice z opadu s 10 paimiky od kazdého druhu

SP — sterilni jehlice s 10 pantiky od kazdého druhu

ST — sterilni jehlice s 6 kolonizovanymi fragmejekilic z opadu
T — kolonizované jehlice z opadu

S A

S — sterilni jehlice

Do systénd variant T a TP jsem navazila 4 g jehlic, kterérjsedhods odebrala
z polyethylenovych s&u se vzorky opadu. Tyto systémy jsem z&ith 8 ml sterilni
destilované vody. Do systémvariant S, ST a SP jsem vlozZila 2 g sterilnichligela
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nasleds zavlktila 10 ml sterilni destilované vody (vygena ztrata 2 g vody vysusenim).
Sterilni jehlice pochéazely ze vzdrkopadu, odkud jsem jehlice odebrala, vysuSila je
v susars, po 2 g zabalila do alobalu, naslédsterilizovala v autoklavu (125 kPa, P&l

20 minut) a po vychladnuti umistila déigluSnych systétn(viz Obr. 3).

Obr. 3: Pripraveny systém SP

3.3.3.Vyhodnocovéni kolonizace opadu

Vyhodnocovani systéin jsem provadla dwma zpisoby. Principem prvniho
zpasobu byla kultivace hub z povrchbwmytych fragmerit jehlic na agarovém médiu.
Narostlé kolonie hub jsem po vyttemi determinénich znak urila, ptipadré odizolovala
na bramborovo mrkvovy agar (PCA, Fassatiova 1986ppzdjSi doukeni. Tento zfisob
vyhodnoceni il zachytit gedevSim druhy aktivhrostouci na povrchu jehlic. Druhy
zpiasob vyhodnocovani byl zaloZzen nainpém utovani hub wvyiistajicich z jehlic
v systémech pod binokularni lupou. Tato metoda&lamzachytit i druhy obtizh
kultivovatelné, které nebylo mozné zachytit prvnietadou. Subjektivni hodnoceni
pokryvnosti jehliccasté&ne zatizilo tento zf)sob vyhodnocovani chybou, proto jsetsv

vahu gikladala vysledikm z prvniho zpsobu vyhodnocovani.

Kultivace hub povrchové omytych fragmenti jehlic

Z kazdého sytému jsem nah&dodebrala pomoci ek a sterilni pinzety 10

fragment jehlic (cca 2 cm), které jsem vlozila do 100 mleBmayerovy béky se 70 mi
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sterilni vody a démi kapkami smé&dla Tween. Uzaené Erlenmayerovy k&y jsem
nechala naréepace michat fi rychlosti 450 otéek za min. po dobu 10 min. Poté jsem
obsah baky slila a fragmenty jehlic pinzetougnesla do nové Ky se stejnym obsahem
a za stejnych podminek &ppromichala pro hrubé odstgam neistot. Po druhém
promichani jsem obsah itkey opit slila a jehlice pinzetourpnesla na sitko sterilizované
v30% HO,, kde jsem fragmenty jehlic dale oplachovala prafém 1 | sterilni
destilované vody. Ke konci prolévani jsem do stérkadinky zachytila zhruba 50 mi
protékajici vody. Z této kadinky jsem sterilni&mu odpipetovala dvakrat po 1 ml, vysela
na Petriho misku (9 cm) s PCA a raed sklegnou tywkou pro kontrolu usgsnosti
oplachu. Omyté jehlice jsem pétpfragmentech umistila na Petriho misku s PCARH a
inkubovala v termostatu po dobu 6 dihiteplo 21°C (viz Obr. 4).

Vyrastajici kolonie jsemiimo ukovala na zaklatljejich morfologie. Na kazdém
fragmentu jehlic jsem zaznamenaval@t@nnost jednotlivych morfotyp (soubor kmet
vyznaujicich se shodnymi fenologickymi znaky) (viz &il&éhy - Filoha 1). V gipac, Ze
nebylo mozné {imo uckit dany morfotyp, odizolovala jsem vybrany kmen dth
morfotypu na PCA aifradila mu kod (KC 30 — KC 118). Tyto kmeny jsem kudvala v
termostatu p teplot 21°C, dokud nevytviily determin&ni znaky.

Z primarnich dat ziskanych z tohoto experimentmjpeovedla vypoet relativnich

cetnosti (f) jednotlivych taxoi hub podle vzorce:
fi [%] = (n/n)*100

- paet jehlic kolonizovanych danym taxonem houby v réwvacianty

n - celkovy pdet jehlic FisluSné varianty

J'n']

A
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Obr. 4: Schéma povrchovéeha@idteni jehlic pro naslednou kultivaci hub
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Primé uréovani hub na jehlicich v systémech

Jednotlivé systémy jsem vyhodnocovaténm pod binokuléarni lupou (Leica EZ4,
rezim plného a gichoziho s¥tla, zwtSeni 3@). Fritomné houby jsem ihneddavala dle
jejich morfologickych znak Cetnost (%) jehlic kolonizovanych jednotlivymi morjpy
hub v systémech jsem hodnotila pomd&dtupové Skaly. Hodnota 2 znamenaletnost
do 33 %, hodnota 5&etnost v rozmezi 34-66 % a hodnota 9 vigadlacetnost vysSi nez
67 % (viz 8. Filohy — Riloha 2). Hodnoty 2, 5.5 a 9 jsem zvolila proto.y gt¥i
statistickém zpracovani dat vystéircharakterizovalyif Grovre ¢etnosti.

Vtomto pipact jsem pro pozgSi determinaci odizolovala pouze kmeny 6
morfotypi nalezicich do rodwidiodendron (KC 121 — KC 126). Satasny vyskyt
takového potu morfotypi zmintného rodu se mi zdal, i pro pagsi vysledky, zajimavy.

Ziskana primarni data jsem také v tomtidpad podrobila vypétu f, pricemz
tentokrat i vyjadrovalocetnost jehlic kolonizovanych danym taxonem houbyagant
(%).

3.4. Mykobiota povrchu a exkrementi pancitnikia

3.4.1 Priprava systéni

Za (telem zjis¢éni druhového sloZzeni hub na povrchu a v exkrembampeacinika
jsem vyuZzila zjednoduSenych system podolg 1,5 ml mikrozkumavek (typ Eppendorf
s vickem). Na dno kazdé mikrozkumavky, sterilizovanéuioklavu (125 kPa, 124C, 20
minut), jsem napipetovala 1 ml sadrytifpavené stejnym Zjsobem jako v 3.3.1) a

uzavela.
3.4.2.Vyhodnoceni mykobioty
Povrch panciniki

V tomto experimentu jsem pouzila 3 druhy pénikii, Adoristes ovatus, Porobelba
spinosa a Spatiodamaeus verticillipes. Od kazdého druhu paiieiki jsem zaloZila 10

opakovani po skup#b jedindi v systému.
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Panciniky jsem po skupinidch vlozila dofipravenych, pedem oznéenych
mikrozkumavek se sadrou a ponechala po dobui2rdarmostatu f teplo& 18 °C. Poté
jsem kazdou skupinu paticiki pienesla do nové 1,5 ml mikrozkumavky s 1 ml sterilni
vody a kapkou smi@dla Tween. Naslednsem mikrozkumavku michala po dobu 1 min
pii 2000 ot&kach/min na vortexu (Vortex Genie 2, Scientific uistties). Ze vzniklé
suspenze jsem odpipetovala 0,5 ml, vysela na Betrilsku (9 cm) s PCA a rozeta
sklerenou tykou. Petriho misky jsem kultivovala v termostatti feplog€ 21 °C, dokud
neza&aly nafstat kolonie hub.

Vyrustajici kolonie na Petriho miskach jsem pokud mo#anrmvala gimo pod
mikroskopem. Vzhledem ktomu, Ze jsem zaznamenapat®t kolonii jednotlivych
morfotypi na misce (viz 8.iohy — Riloha 3 a Flloha 4), provadla jsem vyhodnocovani
jiz po 5-6 dnech kultivace, kdy j&Sbylo moZné od sebe jednotlivé kolonie hub rozeznat
VétSina kolonii vSak Zzadné morfologické deterndmiaznaky je&t nevytvaila, proto jsem
z misek odizolovala od kazdého morfotypu zastupugimen. Izolované kmeny jsem
ozna&ila kodem (KC 130 — KC 256) a kultivovala na PCAevmostatu § teplot 21 °C.

Z primarnich dat jsem @p provedla vypoet f ptitomnych taxof hub podle

vzorce:

fi [%] = (n/n)*100

n; - pacet kolonii daného taxonu houby v rdmci varianty

n - celkovy pdet vSech kolonii hub ve varignfdané sezénou a druhem pdnii{a)

Kultivace exkrementi

Z mikrozkumavky se sadrou, odkud jseiedtim odebrala partiiky, jsem sterilni
jehlou vyjmula 5 exkremeiita vlozila je do nové 1,5 ml mikrozkumavky, kdens¢e
sterilizovanou patikou (Micro-pestles, Eppendorf) rorefa. K exkremeritm jsem pidala
0,5 ml sterilni destilované vody a promichala neesa po dobu 1 min (2000 @&k/min).
Celou suspenzi jsem naslédrysela na Petriho misku (9 cm) s PCA a rigatsklegnou

tyckou. Petriho misky jsem @pkultivovala v termostatuipteplot 21 °C.
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Vyhodnocovani Petriho misek (viz 8tilBhy — Riloha 5 a Flloha 6) a vypoet f
jsem provadla stejnym zfisobem uvedenym wedchozim fipact.

Pro orientaci a naslednou lepSi interpretaci danjsi zngfila nékolik exkremeni
od kazdého druhu parnika. Délka exkrementu paiwcika druhuS. verticillipes byla
priblizné 90 pum, u druhé\. ovatus 80 um a u druh@. spinosa zhruba 45 pm.

3.5. Determinace hub

Na zaklad mikroskopickych znak jsem kmeny uiila do rodi a nasled&
preatkovala na pislusné determirgai médium. Zastupce spdjivych hub jsem kultivovala
na sladinovém agaru (MEA), kmeny ro@idiodendron na bramborovo dextr6zovém
agaru (PDA), sladinovém agaru a kiikneém agaru (CMA), kmeny rodBenicillium na
sladinovém agaru, Czapkbwagaru (CZA) a Czapkeévagaru s kvastnym extraktem
(CYA) a kmeny roduTrichoderma na kukdi¢cném agaru. Ostatni rody jsem dale
kultivovala na PCA, fipadré na MEA (Fassatiova 1986).

Kmeny jsem ufovala podle souhrnnych praci a monografii Barr@6g), Calduch
et al. (2004), Crous & Groenewald (2010), Domscal.ef1980), Ellis (1971), Ellis (1976),
Gams (1977), Gams & Holubova-Jechovéa (1976), Hafimet al. (2007), Hoog (1972),
Mayer & Gams (2003), Oorschot (1980), Raper & ThHd®49), Rice & Currah (2005) a
Schipper (1973).

U vybranych sterilnich mycelii jsem pouZzila molekut determin&ni metodu v
podol# izolace, amplifikace a nasledné sekvence DNA zaZipoizolaniho kitu ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPre]', primefi ITS1F / NL4 (Gardes & Bruns 1993, White et
al. 1990) xisticiho Gel/lPCR DNA Fragments Extraction Kitu. k&isé vzorky DNA byly
osekvenovany spataosti MacroGene v Jizni Korei. Vysledné sekvenemjporovnavala
s databazi sekvenci Gene Bank ve vyhledavacim iagoBLAST (The Basic Local

Alignment Search Tool).
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3.6. Statistické vyhodnoceni dat

3.6.1.Vliv panciFnikia na kolonizaci opadu houbami

Druhové spektrum hub na jehlicich v zavislosti higopnnosti pancéhikia a dale na
typu jehlic (kolonizovana/sterilni) jsem analyzavdaechnikami mnohorozémé analyzy
dat v programu Canoco for Windows 4.5 (Centre famietry Wageningen, CPRO-DLO,
Nizozemsko) a grafy jsem vytiita v programu CanoDraw 4.0 (Braak & Smilauer, 2002
Z téchto analyz dat jsem vyldila variantu ST, neltbjeji parova varianta STP (sterilni
jehlice se 6 kolonizovanymi fragmenty jehlic z opaal 10 pan¢hiky od kazdého druhu)
nebyla zaloZena, a dale takoveé taxony hub, jejcdikova frekvence vyskytu na jehlicich
byla mensi nez 5 %. Timto krokem jseast&né eliminovala vliv kontaminace kontrolni
varianty na vysledky analyz. Viipad® vyhodnocovani povrch@vomytych jehlic to
znamenalo vyskyt na mé&mez 20 jehlicich z celkového ga 400 jehlic, v pipadt
vyhodnocovéani neodeinych jehlic v systémech to znamenalo vyskyt taxoowby ve 2 a
mére systémech z celkovych 40 systérdelikoZ kktera opakovaniiedstavovala prazdné
snimky (varianta S),fglala jsem do souboru dat fiktivni houbu oger@ou jako ,houba”,
ktera se v kazdém opakovani vyskytovala pnda jedné jehlici. Tim jsem zabranila z#at
prazdnych snimk které samy o s@také nesou @itou informaci. Analyzovala jsem tedy
23 taxori hub z vyhodnocovani omytych jehlic kultivovanych agarovém médiu a 22
taxoni hub z jehlic vyhodnocenychimym pozorovanim pod binokularni lupou.

Ziskany soubor dat z experimentu s povréhawmytymi jehlicemi pedstavoval
zdznam o fitomnosti/absenci houby na jehlici. Vzhledem k tétate&nosti jsem ke
zpracovani dat vyuzila unimodalni techniky analyRyo zjiS&ni délky gradientu dat jsem
nejprve pouzila nafmou analyzu DCA (Detrended Correspondence Anglgsisasleda
jsem data podrobila fpné analyze CCA (Canonical Correspondence Analys$t)
analyzach CCA jsem nejprve zvolila jako kovariahlice a poté panigiiky. Permutani
testy analyz byly definovany 499 permutacemi prafdimi v blocich B zvolenych
kovariatach. Naslednjsem analyzou CCA za pouziti dat ze vSech variestovala
interakce mezi jednotlivymi prognnymi (typ jehlice a paniiici).

Zavislost pétu taxori hub na variartjsem analyzovala v programu R 2.11.1 (The
R Foundation for Statistical Computing, ViddRakousko) proggdnictvim testu One-way
ANOVA (analyza rozplyi jednoduchéhoridéni). V témze programu jsem vytiia graf

porovnavajici péty taxori hub v jednotlivych variantach. Z analyzy dat jsemtomto
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piipadt vylowsila takové taxony hub, jejichz celkova frekvencesksitu na jehlicich byla
mensi nez 5 %. Vramci této analyzy jsem nejpnstotala pedpoklady pro pouZiti
mnohorozndrné analyzy ANOVA. Poté jsem k vlastni analyze pleuilata o potech
taxoni hub gitomnych v kazdém opakovani vSech variant.

Obdobné analyzy DCA, CCA a One-way ANOVA jsem poyme orientaci
provadla i s daty z povrchayv neoSatenych jehlic. V tomto fipad jsem vSak Zadnou

fiktivni houbu nepidavala, nebt soubor dat neobsahoval Zadny prazdny snimek.
3.6.2.Povrch a exkrementy

Zavislost pdtu ¢astic hub na povrchu a v exkrementech na druhuifrdka jsem
testovala v programu R 2.11.1 (The R Foundation Statistical Computing, Vide
Rakousko) prosédnictvim testu Multi-way ANOVA (analyzy rozplytdvojného tidéni).
Vzhledem k Sirokému rozsahu hodnot jsem ziskana ttahsformovala pomoci funkce
odmocniny. V rdmci dat jsem nejprve testovatadpoklady pro pouziti mnohorozmmé
analyzy ANOVA, teprve potom jsen¥iptoupila k vlastnim analyzam dat. Celkem jsem
analyzovala 4 soubory dat (povrch — jaro/podzinkrementy — jaro/podzim), kde jsem
testovala vliv druhu pangiika i vliv sezény na p®t ¢astic hub na povrchu nebo

v exkrementech.

3.7. Seznam zkratek

Pro lepSi orientaci v grafech jsem taxony hub éitamakratkami, jejichZ pehled je

uveden v nasledujici tabulce (Tab. 1).
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Tab. 1: Taxony hub — zkratky pouZité v grafech

zkratka taxon

Absgla Absidia glauca

Acr str Acremonium strictum

Alt alt Alternaria alternata
Clacla Cladosporium cladosporioides s.I.
Cla her Cladosporium herbarums.|.
Clocan Clonostachys candelabrum
Con sp Coniosporium sp.

Dac sp Dactylaria sp.

Epi nig Epicoccum nigrum

Chamic Chalara microspora

Lec mus Lecanicillium muscarium
Mor hya Mortierella hyalina

Muc hie Mucor hiemalisf. hiemalis
Oid cit Oidiodendron maius var. citrinum
Oidfla Oidiodendron flavum

Oid mai Oidiodendron maius var. maius
Oid mun Oidiodendron muniellense
Oidrho Oidiodendron rhodogenum
Oid set Oidiodendron setiferum

Pen sp. Penicillium sp.

Pen spl Penicilliumsp.1

Pen sp2 Penicillium sp. 2

Pen sp3 Penicilliumsp. 3

Pen sp4 Penicilliumsp. 4

Pen spi Penicillium spinulosum

Pha per Phaeostalagmus peregrinus
Phaten Phaeostalagmus tenuissimus
Phi sp. Phialophora sp.

Sl cur Selenosporella curvispora
ste myc sterilni bilé mycelium
Sym aci Sympodiella acicola

Tri vir Trichoderma viride
Umbram  Umbelopsis ramanniana
Ver tri Verticicladium trifidum

Xen pin Xenopolyscytalum pinae
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4. Vysledky

4.1. Detekované houby

Na jehlicich, na povrchu parnika a v jejich exkrementech jsem zaznamenala
celkem 57 taxoi hub. V nasledujici souhrnné tabulce (Tab. 2) jgda taxonyiazeny
podle vyskytu na uvedenych substratech. &wye patrné, Ze druhoveé spektrum hub, které
jsem detekovala na povrchu a v exkrementech paikéi (25 taxon), je oproti spektru
hub na jehlicich (44 taxdy pocetre vyrazreé nizSi. Pouze u 13 tax@nhub jsem
zaznamenala vyskyt jak na jehlicich, tak na povighuexkrementech panciiki. Je tedy
ziejmé, Ze panémici mohou penaSet jeast spektra hub, které jehlice v opadu kolonizuiji.

Na jehlicich pevladali jak zastupci radPenicillium a Cladosporium, tak i rodu
Trichoderma. Rod Penicillium se s vysokoucetnosti vyskytoval i na povrchu a
v exkrementech pariciiki, kde déale pevladali zastupci rodWmbelopsis. Je zajimavé, ze
praw druh Umbelopsis ramanniana byl jedinou houbou, kterou jsem zaznamenala p
kazdém vyhodnocovani.

Uspsdnost oplachu, vramci vyhodnoceni hub na omytyegrientech jehlic
kultivovanych na agarovém médiu, jsentidha vyhodnocenim suspenzi z kéné ¢asti
oplachu. Pouze na 3 Petriho miskach (2 Petriho yniskianty T a jedna z varianty TP)

jsem zaznamenala vyskyt kvasinek. Ostatni Petriis&ynzistaly sterilni.
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Tab. 2: Houby izolované z jehlic, z povrchu a z exkrenigpéinctniki. Zelené oramovani

vymezuje taxony hub izolované pouze z jehlic, modrémovani taxony hub pouze z

povrchu anebo z exkremé&npancinika (,omyté jehlice* = data z vyhodnoceni hub na

omytych jehlicich kultivovanych na agarovém médjmeoSetené jehlice® = data

z vyhodnocovéni hub na jehlicichimym pozorovanim pod binokularni lupou)

taxon houby

kolonizace opadu

povrch patmik

exkrementy paniiika

omyté
jehlice

neoSeatené
jehlice

jaro podzim

jaro podzim

Epicoccum nigrum

*

Xenopolyscytalum pinae

*

Penicilliumsp.1

*

Sympodiella acicola

*

Dactylaria sp.

Mortierella hyalina

Absidia glauca

sterilni oranZzové mycelium

Penicillium sp. 2

Oidiodendron maius var.
citrinum

Phoma sp.

Alternaria alternata

Coniosporium sp.

Verticicladium trifidum

Oidiodendron setiferum

sterilni bilé mycelium

Oidiodendron flavum

Penicillium sp.

Phaeostalagmus peregrinus

Oidiodendron muniellense

Selenosporella curvispora

Phaeostalagmus tenuissimus

Oidiodendron rhodogenum

Chalara microspora

Oidiodendron setiferum

Clonostachys candelabrum

Alternaria sp.

Phialophora sp.

Verticillium sp.

Anavirga laxa

Fusarium sp.

Chloridium sp.

Trichoderma viride

Penicillium spinulosum

Cladosporium herbarum s.I.
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taxon houby

kolonizace opadu

povrch patmiki

exkrementy pantiika

omyté
jehlice

neosSatené
jehlice

jaro podzim

jaro podzim

Lecanicillium muscarium

*

*

*

Cladosporium cladosporioides
s.l.

*

*

* *

Mucor hiemalisf. hiemalis

Umbelopsis ramanniana

Geomyces pannorum

Penicillium sp. 3

Penicillium sp. 4

Acremonium strictum

Oidiodendron maius var.
maius

Acrodontium crateriforme
Beauveria bassiana

Penicilliumsp. 6

Penicilliumsp. 7

Mucor circinelloidesf.
janssenii

Penicilliumsp. 8

Aspergillussp. 1

Penicilliumsp. 5

Penicilliumsp. 9

Penicilliumsp. 10

Umbelopsisisabellina

Aspergillus sp. 2

Trichoderma sp. 1
‘ pocet druhi
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4.2. Vliv panciiniki na kolonizaci opadu houbami

V rdmci tohoto experimentu jsem celkem detekovdlaakor hub (Tab. 3 a).iP
vyhodnocovani povrcha@v neoSetenych jehlic jsem zaznamenala 29 takdmub, i
vyhodnocovani omytych jehlic 27 taxorhub. Z uvedeného mnozstvi jsem pouze 12
taxomi hub zaznamenald&ipbou zgisobech vyhodnocovani.

NejcetrgjSim druhem, ktery jsem detekovalaéohh metodami vyhodnoceni, byl
druh Trichoderma viride. V ramci hub, které byly ifitomny pouze na povrch&wmytych
jehlicich, byl neetrgjSi houbou druhP. spinulosum, zatimco v pipad neoSetenych

jehlic to bylo sterilni bilé mycelium.

Tab. 3: Relativnicetnosti jednotlivych taxanhub gitomnych na jehlicich (v %). Zelén
jsou oramovany taxony hub zaznamenané pouze nalpmoxr neoSdaenych jehlicich,
modie taxony hub detekované jen na omytych jehliciclétl&€ Sedé stinovani vystihuje
houby s¢etnosti nad 15 %, tmasedé setnosti nad 30 %. Celé nazvy hub jsou uvedeny

v predchozi Tab. 2.

neosetené jehlice omyté jehlice
taxon houby
TP SP ST T S TP SP ST T S
sterilni bilé mycelium | 19,58 | 6,56| 14,04 35,8 | 33,33
O. flavum 12,59| 9,84| 1,75 1,23
P. peregrinus 8,4 0,82 2,47
O. maius var.maius 559 | 9,02
C. microspora 4.9 0,82
O. muniellense 4.5 7,38
O. rhodogenum 4,2 2,46
P. tenuissimus 4,2 1,75 3,7
Phialophora sp. 1.4 2,46
Penicillium sp. 0,7 6,56 | 23,32 12,96
C. candelabrum 0,7 4,92
Verticillium sp. 0,7 1,64
A. laxa 0,7
Fusarium sp. 0,82
Chloridium sp. 0,82
Alternaria sp. 1,75 9,26
S curvispora 13,58
X. pinae 11,89| 2,46 8,64 3,7 8,14 5,05
S. acicola 6,3 4,94 9,45
L. muscarium 5,6 4,92 13,58 3,91 16,43
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neoSetené jehlice omyté jehlice
taxon houby
TP SP ST T S TP SP ST T S

O. maius var.citrinum | 4,9 1,64 3,86

V. trifidum 2,8 8,64 0,48 0,51

T. viride 14 | 22,13 52,63| 7,41| 12,9 22,8 | 35,75| 46,58 | 26,26 | 19,2
O. setiferum 6,56 0,97

A. strictum 4,1 0,98

A. crateriforme 3,28

U. ramanniana 0,82 7,25

C. herbarumsl. 1,75 24,07 | 3,26 6,57 | 19,2
C. cladosporioidess.l. 3,7 3,26 | 0,48 11,11 9,6
P. spinulosum 16,94 | 18,84 | 47,83 | 17,17| 20
M. hiemalisf. hiemalis 13,03

M. hyalina 6,51

Dactylaria sp. 391 | 1,93| 1,86| 4,04

A. glauca 2,93 0,62 | 4,55
Penicillium sp.1 195 | 2,42| 3,11| 8,59

A. alternata 1,63 0,51
Penicillium sp. 2 0,65 | 3,38

E. nigrum 0,33 1465| 6,4
Coniosporium sp. 0,33 1,01
Penicilliumsp. 3 4,35

Penicilliumsp. 4 3,86

G. pannorum 8
sterilni oranZové 8
mycelium

Phoma sp. 6,4
| potet druhia | 19| 22| 7| 10| 7| 17| 13| 5| 12 9

Analyza vztahi mezi houbami, pancféniky a typem jehlic

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda pan@di ovliviuji spektrum hub
kolonizujici opad. Aby bylo moZné na tuto otazkypowddét, testovala jsem, zda se liSi
spektrum hub na jehlicich wippmnosti pan¢hika od spektra hub v jejich n&pmnosti, a
zda ma typ jehlice (kolonizovand/sterilni) vliv kalonizaci jehlic houbami.

Z ne@gimé analyzy DCA dat z omytych jehlic vyplynula \elst nejdelSiho
gradientu v datech 3,463 Gleasony a hodnota , Tin@tia“ (celkova variabilita souboru)
2,142. Na zaklatlvelikosti nejdelSiho gradientu jsem se rozhodta pouziti unimodalni
piimé techniky CCA.
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Provedené analyzy CCA potvrdily vliv pafdka (Obr. 5) i vliv typu jehlic (Obr.
6) na druhové sloZeni spoénstva hub na jehlicich (p < 0.05, perntaiaest). Kanonicka
osa zavisla na partaicich celko¥ vyswitlila 11,9 % variability v datech, coZgdstavuje
vice nez polovinu (59 %) veSkeré variability, kietnylo iibec mozné zachytit touto osou,
neba prvni osa v analyze DCA vystiila celkem 20,1 % variability. Kanonickd osa
zavisla na typu jehlice potom vy&iila 8,8 % variability. Jako vyznangjsi faktor se tedy

jevi pancinici.
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Obr. 5: Ordina¢ni diagram CCA vlivu pFitomnosti panciniki na druhové slozeni
hub na jehlicich (Panc = pandinici).
1.osa vystutluje 11,9 % variability v datech, 2.0sa 17,7 %.
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Z Obr. 5 je patrné, Ze houbd. alternata, M. hyalina, S. acicola, M. hiemalis f.
hiemalis, L. muscarium, Penicillium sp.2 U. ramanniana, O. maius var. citrinum,
Penicillium sp.4 a Penicillium sp.3 upednostnily vyskyt na jehlicich, které byly
osidlovany panéniky. Posledni 4 zmémé taxony na obrazku vytk&ji skupinu, coz
naznguje, Ze se tyto houby na jehlicich vyskytovalyiitggmnosti pandéhika téemetr vzdy
spole&né. Druh M. hiemalis f. hiemalis dokonce vykazuje zavislost na jejickitpmnosti.
Taxony hubE. nigrum a C. cladosporioides piredstavuji houby, které spiSe vyhledavaji
jehlice bez panéniki. Ostatni taxony hub se jevi spiSe jako momnosti pandhiki

nezavislé taxony,ffpadré houby s mirnou preferenci k jejich ndfpmnosti.
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Obr. 6: Ordina¢ni diagram CCA vlivu typu jehlic na druhové sloZzenihub na jehlicich
(Jteren = kolonizované jehlice z opadu, Jsteril =terilni, nekolonizované jehlice)
1.osa vystutluje 9 % variability v datech, 2.0sa 17,4 %.
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Z ording&niho diagramu (Obr. 6) vyplyva, Ze taxony hBbnicillium sp.2 U.
ramanniana, Penicillium sp.3, O. maius var. citrinum a Penicillium sp.4 kolonizovaly
zejména neosidlené, sterilni jehlice. To taz® vypovidat o jejich nizké
konkurenceschopnostiiwi ostatnim taxofim hub. Naproti tomu taxony huk alternata,

M. hyalina, S acicola, X. pinae, A. glauca, M. hiemalis f. hiemalis, Coniosporium sp., a
Dactylaria sp. se vyskytuji tégi vyhradré na jiz kolonizovanych jehlicich. Zda se, Ze
druh M. hiemalis f. hiemalis kolonizuje gedevSim opadové jehlice vimnosti
pancinika.

V dalSi fazi jsem testovala vliv interakci jednefich proménnych na strukturu
houbového spotenstva. Z vysledk provedené analyzy CCA dat vSech variant vyplynula
prikaznost &hto interakci (p < 0.05, permgtd test), coz je také patrné na Obr. 7.
Z tabulky (Tab. 3) a z ordigaiho diagramu (Obr. 7) jefgimé, Ze sterilni jehlice byly
v pritomnosti panéhikia kolonizovany houbamilL. muscarium, Penicillium sp.2, U.
ramanniana, Penicillium sp.3, O. maius var. citrinum a Penicillium sp.4. Posledni 4
uvedené taxony ipdstavuji houby, které se vyskytovaly pouze nailsieln jehlicich
v pritomnosti panc¢hiki. Na opadovych jehlicich byly wipomnosti pandéhika pritomny
druhyS. acicola, M. hyalina a M. hiemalis var. hiemalis. Houby, které se v diagramu (Obr.
7) vyskytuji pobliz bodu zachycujici interakci dtg@ch jehlic s jehlicemi z opaduC(
cladosporioides s.l., C. herbarum s.l., E. nigrum) k Sieni na novy substratigme
vyuZzivaji jinych mechanisindisperze, nez jetpnos prosednictvim pandhika. DruhyP.
spinulosum a T. viride podle diagramu nevykazuji zavislost ani feigmnosti pandéhika,

ani na typu jehlic.
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Obr. 7: Ordinani diagram CCA interakce pramnych (Jteren = kolonizované jehlice
z opadu, Jsteril = sterilni, nekolonizované jehlieanc = pan#éhici, Jst*Panc = interakce
mezi sterilnimi jehlicemi a pariciiky, Jst*Jte = interakce mezi kolonizovanymi a
sterilnimi jehlicemi, Jte*Panc = interakce mezidakovanymi jehlicemi a panciiky)

1. osa vys#tluje 12,5 % variability v datech, 2. osa 10,5 %p8a 4,3 % a 4. osa
15,7 %.

Analyzy dat DCA a CCA jsem pro orientaci progidtaké s daty z povrchév
neoSeatenych jehlic. Orientni charakterdchto dat byl dan Zisobem vyhodnoceni, ktery
poskytl pouze fiblizna data o vyskytu hub s moznym subjektivnimeskenim. Analyzou
DCA byla zjiS€na velikost nejdelSiho gradientu 3,991 Gledsarhodnota ,Total inertia“
2,758. V tomto fipact jsem se rozhodla také pro pouziti analyzy CCAvPdené analyzy
CCA znovu potvrdily vliv pitomnosti pandhikia i typu jehlic na druhové slozeni

spolg&enstva hub na jehlicich (p = 0.002, perndntatest). Jako vyznandjsi faktor se
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v tomto gipack jevil typ jehlic, neb6 kanonickéa osa zavisla na typu jehlic vittla 14,1
% celkové variability v datech, zatimco kanonicksa @avisla na parfoicich vysétlila
pouze 12,1 % celkové variability. | vtomtofipad vySly interakce jednotlivych

proménnych jako statisticky fikazné (p < 0.05, permutai test).
ZA4vislost patu druha hub na varianté

Abych mohla odpo¥dét na otazku, zda se diverzita hubémh s gFitomnosti
pancfnikia a s typem jehlic, testovala jsem zavislosttpaaxoni hub na jednotlivych
variantach prosédnictvim analyzy rozptyl jednoduchéhotidéni (One-way ANOVA)
v programu R (R 2.11.1).r&poklady pro pouZziti této analyzy data z omytyehli¢
spliovala. Z vysledk vyplynula statisticky ptkazna zavislost gitu taxori hub na
variang (p < 0.05). P&ty taxori hub v jednotlivych variantach jsou zachyceny na. @b
NejvysSi diverzitu hub vykazovala varianta TP, dwmejvySSi varianta T. Rozdil mezi
variantami TP a P nenitip$ velky, coZ niize byt dano tim, Ze v jiz kolonizovanych
jehlicich v opadu mohou paitinici prenaSet pedevsim houby, které uz tam jsatitgmny.
Mezi variantami je #etelny rozdil v pstu druhi, neba jedinym zdrojemcastic hub pro
kolonizaci jehlic jsou pantriici. Nangiena diverzita hub v kontrolni varignbyla dana

kontaminaci systéi
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Obr. 8: Rozdil v p&tu taxomi hub mezi jednotlivymi variantamifpvyhodnocovani dat
z omytych jehlic.

Analyzu rozptyli jednoduchého fidéni jsem provadla i s daty z povrchay
neoSeatenych jehlic, a i vtomto fijpact vysla zavislost p&iu taxori hub na variart
statisticky ptikazna (p < 0.05). Rty taxoni hub v jednotlivych variantach jsou uvedeny
na Obr. 9. Z obrazku je patrny rozdil v divetitub na opadovych jehlicich ¥ifpmnosti
(TP) a v nefitomnosti panchika (T). Také druh& nejvyssi diverzita byla zaznamanén
variang SP. Na tomto obrazku jsou debviditelné rozdily ve variantach sa bez
panctnika. | vtomto gipact je nejniZsi diverzita, vyjma kontroly, &pve variant ST, coz

naswdcuje tomu, Ze samovolnééni hub neniiflis tcinnym zpisobem disperze.
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Obr. 9: Rozdil v pd@tu taxori hub mezi jednotlivymi variantamiipvyhodnocovani dat z
povrcho¥ neosetenych jehlic.

4.3. Mykobiota povrchu a exkrementi panciinika

4.3.1Povrch panciniki

Analyza rozptylh dvojného tidéni (Multi-way ANOVA) dle atekavani potvrdila
vliv druhu pandinika na pe&et ¢astic hub na povrchu (p < 0.05). Vliv sezény (jpomizim)
vSak statisticky ptkazny nebyl (p > 0.05). Z Obr. 10 jéepmé, Ze nejvysSi et castic
hub na povrchu & pancinik S. verticillipes, naopak nejnizSi parfoik A. ovatus, a to
v ramci obou sezon. Velikost a struktura povrchiomto gipac s pd@tem ¢astic hub
souvisela, neli pancinik S. verticillipes byl z vybranych drulh panctnika nejwtsi a
zaroven mél i vyrazre strukturovany povrch. Partnik druhuA. ovatus je piblizné stejre
velky jako S. verticillipes, ale jeho povrch je hladky povrch. Na druhém #&ispaitu
zachycenychtastic na povrchu byl partaik P. spinosa, ktery je nejmenSi z vybranych
druhi, ale jeho povrch je vyragZnstrukturovany. Je tedyfgmé, Ze velikost spalaé se
strukturou povrchu paniika miZe ugit potencial disperze hub.
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Obr. 10: Rozdil v pdtu ¢astic hub na povrchu mezi jednotlivymi pandky. Paet ¢astic
hub je vztazen na skupinu 5 jedirtéhoz druhu v systému.

Na povrchu &chto 3 druli pancinika bylo piitomno celkem 22 taxdinhub (Tab.
4). Jednotlivé taxony hub sé parnim i podzimnim odéru ¢ast&né prekryvaly.

U panctnika P. spinosa se pdet taxori hub i obou odigrech nelisil, zatimco u
panctniki A. ovatus a S. verticillipes byl paet taxori pii podzimnim odbru vySSi. Na
povrchu pandhnikaA. ovatus byl pii jarnim odlgru negetngjSi druhC. cladosporioidess.l.,
zatimco pi podzimnim odbru to byl druhPenicillium sp. 9. V ramci obou odbi se na
povrchu pandhika P. spinosa s nejvySSim zastoupenim vyskytoval dtuhramanniana.
Tento druh byl n€etrgjSi také pi podzimnim odbru u pandinika S. verticillipes, v ramci
jarniho odiru to byl druh B. bassiana, ktery se vyskytoval vizné mife u vSech

pancfnika pii obou odkrech.
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Tab. 4: Cetnosti jednotlivych taxanhub gitomnych na povrchu parkoika (v %)

taxon houby jaro podzim
A.ovatus | P.spinosa | Sverticillipes| A.ovatus | P.spinosa | Sverticillipes

M. hiemalisf. hiemalis 12,2
P. spinulosum 1,46 0,28
Penicilliumsp. 8 1,46
M. circinelloides f. janssenii 0,73 0,07
Aspergillus sp. 1 0,24
T. viride 10,31
C. cladosporioidess.. 67,07 0,76 33,72
B. bassiana 20,73 33,9 60,91 5,81 0,44 25,4
U. ramanniana 53,9 23,87 64,04 2,67
Penicilliumsp. 6 8,29 0,91 5,48 0,51
A. strictum 2,33 12,81
A. crateriforme 0,35 15,83
Penicilliumsp. 7 0,22
Penicilliumsp. 9 41,86 13,16 6,76
C. herbarums.l. 18,6 22,5
Penicilliumsp. 10 6,36 4,05
Penicilliumsp. 3 6,14 5,83
Aspergillus sp. 2 4,39
L. muscarium 2,28
U. isabellina 0,84
G. pannorum 0,37
Trichoderma sp. 1 0,15
pocet druhi 3 7 10 4 7 13

4 .3.2 Kultivace exkrementi

Provedena analyza dat (Multi-way ANOVA) prokazales Wruhu pandinika na
pocet castic hub v exkrementech (p < 0.05). Ani v tomtigpad nebyl vliv sezdény

v v s

statisticky piikazny (p > 0.05). NejvySSi pet c¢astic hub jsem zaznamenala v

Rl

castic hub nesouvisel s velikosti exkrenieti@ného pantimika, neb6 pancfnik A. ovatus

mél ve srovnani s druhem. spinosa exkrementy dvojnasobn/etsi, gicemz p@et ¢astic

hub v jeho exkrementech byl zanedbatelnyePoastic hub v exkrementech se zda byt

zavisly spiSe na potravni biologii daného druhucgiaika.
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Obr. 11: Rozdil v p@tu ¢astic hub v exkrementech mezi jednotlivymi pamikly. Pdet
¢astic hub je vztazen pro skupinu 5 jedinéhoz druhu v systému.

Z exkremeni 3 druhi panctnika jsem odizolovala celkem 13 taxohub, z nichz
6 nalezelo do rod®enicillium (Tab. 5). Poet taxori se @i jarnim a podzimnim odiou
prilis nelisil. V exkrementech vSech 3 pamégka byl pri jarnim odlEru negetrgjSi druhA.
crateriforme, u pandinikaA. ovatus jeS€ C. cladosporioides s.l. Ri podzimnim odbru byl
v exkrementech panciiki A. ovatus a S. verticillipes negasgji izolovanou houbou druh
B. bassiana a v exkrementech zbyvajiciho paméka P. spinosa to byl druh U.

ramanniana. ktery byl nefetngjSi také na jeho povrchu, a to v ramci oboudtlb
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Tab. 5: Cetnosti jednotlivych taxanhub gitomnych v exkrementech paiwika (v %)

taxon houby jaro podzim
A.ovatus | P.spinosa | Sverticillipes | A.ovatus | P.spinosa | Sverticillipes

C. cladosporioidesss.|. 40
Penicillium sp. 5 20 1,18
Penicilliumsp. 6 12,28 11,18
Penicillium sp. 4 1,18
A. crateriforme 40 38,6 75,29 14,22
Penicilliumsp. 8 28,07 6,67
U. ramanniana 21,05 11,18 39,47 8,44
B. bassiana 50 54,22
Trichoderma sp. 1 25 34,21
A. strictum 25
Penicilliumsp. 9 26,32 4
O. maius var. maius 11,11
Penicilliumsp. 10 1,33
pocet druhi 3 4 5 3 3 7
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5. Diskuze

5.1. Pouzitd metodika

V laboratornich podminkdch jsou pro studium Zivg@nctnika, ale i jinych
bezobratlych zZivéichi, pouzivany urélé systémy, tzv. microcosms, které maji simulovat
piirozené podminky jadniho prostedi. Ackoliv jsou velmicasto k tomuto &elu uzivany
polypropylenové nebo skléné lahve s Sirokym hrdlem (Adejuyigbe et al. 20B&rdgett
et al. 1993, Cortet et al. 2003, Kaneko et al. 1998raun et al. 1998b), ja jsem ve své
praci pouzila nizké polypropylenové nadoby s obi#kévym dnem. Tento typ systému mi
usnadnil manipulaci s jehlicemitipzakladani a déale mi umoznil vyhodnocovat systémy
pod binokularni lupou, coz byigouZziti vysokych systétnnebylo mozné.

K vyhodnocovani druhového spektra hub na jehlicjsbu vyuzivany tzneé
metody. Za Gelem zjiS¢ni druhového spektra hub, které kolonizuje aiitjehlice, se
pouzivaji metody sterilizace povrchu piesinictvim peroxidu vodiku (#D,), etanolu
(C.HsOH), chlornanu sodného (NaClQdi chloridu rtwnatého (HgCGl) (Kinkel &
Andrews 1988, Deckert et al. 2002, Deckert & Pet@rd000, Tokumasu 1998). Naopak
k detekci aktivi rostouciho mycelia na povrchu jehlic je nezbytgéait takovych metod,
aby byly odstraény cizorodé ¢astice z povrchu, aniz by doslo k poSkozeni mycelia
detekovanych hub. Ktomu se pouzivaji metody oplaghlic a jiného rostlinného
materialu ve sterilni vad(Ruscoe 1971, Tokumasu 1996). Pro vlastni detblbi na
jehlicich v systémech jsem tuto metodu pouzila tgk&emz uspSnost oplachu jsem
ovérovala zachycenim protékajici suspenze a jeji nasledultivaci na agarovém médiu.
Vzhledem k tomu, Ze pouze ojedli@ byly v suspenziiftomné kolonie kvasinek, jednalo
se o dostataou metodu k odsti@vani nezadouciakastic z povrchu jehlic.

Ve studiich zabyvajicich se mykobiotou povrchu avitriho traktu gdnich
bezobratlych je uveden&da metod umaibijicich detekci hub. Vedle izolace houbové
DNA z traviciho traktu (Jgrgensen et al. 2005, Rerae al. 2010), jsou to i kultivace
exkremeni nebo suspenzi z povrchu a z exkrerigrdt agarovych plotnach (Hubert et al.
2003, Hubert et al. 2004, Visser et al. 1987) & tp&izorovani exkremeahnwve swtelném
mikroskopu (Anderson & Healey 1972, Bandyopadhyawle2009, Lilleskov & Bruns
2005, Mitchell & Parkinson 1976). V méntipad se jako nejvhodfjSi metoda jevila

kultivace suspenzi z povrchu a z exkremiefitato metoda je jednoducha a méasow
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narana, nez zbyvajici dv metody. Uskalim této metody je ov3em rizikéempstani
vyrustajicich kolonii vidknitych hubifiomnymi kvasinkami nebo rychle rostoucimi druhy

hub, coz v mémifpact predstavovalo zrnimé problémy fi determinaci a izolaci hub.
5.2. Sifeni hub v jehlicich za ne/pitomnosti pancinika

Druhové sloZzeni hub na jehlicich bylo tkazre ovlivnéno jak gitomnosti
panctnika, tak typem jehlic (sterilni/kolonizovana). Z OBB. a Obr. 9 vyplyva, Ze
piitomnost panénika zvySovala p&et taxori hub ve variantach. V ramci kolonizovanych
jehlic se v pitomnosti panéhika pocet taxort hub zvySoval jen mi) neba pancinici
Sitili predevsSim druhy hub, které byli v opadu jiEtpmny. Ve sterilnich jehlicich byl vliv
Siteni hub panéniky vyrazrjSi, nez samovolné i&ni hub z kolonizovanych jehlic na
sterilni jehlice. K podobnému vysledku dosli i Man et al. (1998b), kitese zabyvali
obnovou spolkenstva hub po disturbanci v opadu.

Samovolného &ni v systémech vyuzivaly hlavidruhy C. cladosporioides s.l., a
C. herbarum s.l., coZz doklada nejen vy3&tnost v systémech bez pandki a vyskyt
v kontrolnich systémech, které intenzivkolonizovaly jako kontaminace (viz Tab. 2 a
Obr. 10), ale takéada studiich (Black et al. 2000, Domsch et al. 1@8frny et al. 2002,
Harvey 1970) Druhy roduCladosporium patti mezi houby, které jsou paiwiky obecr
preferovany (Kaneko et al. 1995, Koukol et al. 200@raun et al. 1998a, Mitchell &
Parkinson 1976, Schneider & Maraun 2005). Mé vysldd ale gimo nepotvrzuji, neldo
castice druhuC. cladosporioides s.l. jsem nalezla pouze v exkrementech paiica A.
ovatus a to jen v ramci jarniho odhu. | proto si myslim, Ze tyto houby Ké&ni vyuZivaji
spiSe vlastnich mechanigrdisperze a paniiici jsou pouze ifleZitostnymi vektory jejich
prenosu.

V pritomnosti pandéhika byly sterilni a kolonizované jehlice osidlovanyliédymi
skupinami hub. Sterilni jehlice byly kolonizovaraxonyU. ramanniana, Penicilliumsp.3,
O. maius var. citrinum a Penicillium sp.4, zatimco na kolonizovanych jehlicich byly
piitomny druhyS. acicola, M. hyalina a M. hiemalis f. hiemalis (viz Obr. 7). V obou
piipadech se jednalo o houby, které parici bézn¢ konzumuji (Koukol et al. 2009,
Mitchell & Parkinson 1976, Schneider & Maraun 2Q0byarove které kolonizuji jehlice
az v pokrgilejSim staddiu dekompozice (Domsch et al. 1980,aKat al. 1995, Osono
2007, Osono et al. 2006, Osono & Takeda 2007, &iCairrah 2005, Shirouzu et al. 2009,

Schoenlein-Crusius & Milanez 1998, Tokumasu et18194), coZ odpovida tomu, ze
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sterilni jehlice pochazely ze stejné fermeénfasrstvy jako jehlice kolonizované. Spohe
znaky v ramci &chto skupin hub se mi najit nepaidla V pribéhu sterilizace jehlic
v autoklavu vSak dochazi k chemickym i fyzikalnimnénam, které by mohly ovlivnit
kolonizaci utitymi taxony hub (Dust et al. 2004). Je tedy mogZa&migné skupiny hub
liSi praw v preferenci ufitych chemickych a fyzikalnich vlastnosti substrauyjimku
v tomto gipac predstavovalo &kolik druhi z rodu Oidiodendron, které v gitomnosti
pancfnika kolonizovaly oba typy jehlic. To by mohlo nazoaat vysSi toleranciéthto
hub \ici substratu.

Z vysledki analyz obou zjsohi vyhodnocovani jagsnvyplynulo, Ze pitomnost
panctniki pozitivre ovlivnila diverzitu hub pedevsim na sterilnich jehlicich. Pande &
Berthet (1973) se vSak domnivaji, Ze vzhledem kéinobili€ panciniki neni mozne,
aby disperze hub pariniky ovliviiovala spektrum hub v opadu. ®wzawr opieli o
pozorovani mobility 8kolika pancinika, véetre druhuA. ovatus a Phthiracarus sp., které
jsem ve svém experimentu také pouzilgtSiha studii se vSakiglani k hypotéze, Ze jsou
pancfnici schopni ovliviovat sloZzeni spotenstva hub (Behan & Hill 1978, Maraun et al.
1998b, Renker et al. 2005, Roets et al. 2011, StabPB5, Wallwork 1983).

5.3. Mykobiota povrchu a exkrementi panciknikia

Patet ¢astic hub na povrchu prokazat&souvisel s druhem padioika, gedevsim
s morfologii jeho povrchu. Tento z&vpodporuji i vysledky studie Pherson & Beattie
(1979). Nejvicatastic hub jsem zaznamenala na panrcichP. spinosa a S. verticillipes,
jejichz povrch je pokryty cerotegumentem a &kéami. Nejmér jsem jich naopak
detekovala na parciikovi s hladkym povrchemd\. ovatus, a to i gesto, Ze byla jeho
velikost ve srovnani s druhe spinosa téméi dvojnasobna. Celk@vjsem na povrchu
vSech drufh panctnika nalezla 22 taxah hub, které nalezely mezAscomycota a
Mucorales, pticemzZ nefetrgjSimi taxony hub bylyUJ. ramanniana, Penicillium sp.9,C.
cladosporioides s.l., C. herbarum s.I. aB. bassiana (viz Tab. 4). Vyskyt poslednich 3
zmirgnych druti hub jsem oekavala, nebd se jednd o druhy, které jsou z povrchu
chvostoskolt a rozt@u bézre izolovany (Behan & Hill 1978, Christen 1975, Vies al
1987, Renker et al. 2005).

Patogenni houbB. bassiana je schopna degradovat chitin z povrciia tlenovdi,
a to jak mrtvych, tak i Zijicich. (Renker et al.0B). Proto je tak&asto nalézana na
povrchu zZivych pdnich ¢lenoval veetrg pancinikia (Meikla et al. 2007, Meyling &
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Eilenberg 2007, Mikiewski et al. 2000, Renker et al. 2005, Vissealet1987). Tomu
odpovidaji i mé vysledky, nebgsem tento druh s vysokotetnosti zaznamenala na
povrchu vSech pangiiki v ramci obou sezon. Zajimavé ovSsem Ze, jsem tentd
zaznamenala i v exkrementech, coZz gd&wje tomu, Ze byla tato houba painiky
konzumovéana. O tom se mi ale v litet@iadné informace nalézt neptilta

V ramci obou sezo6n se na povrchu pami&h s vysokowetnosti vyskytoval i druh
U. rammaniana. Tento druh byl na povrchu pandika nalezen zatim pouze ve studii
Renker et al. (2005). Skutsost, Ze je tato houba paimiky navic jedt konzumovana,
dokladaji nejen f&dchozi studie (Maraun et al. 1998a, Schneider &alta 2005), ale i
jeji vyskyt v exkrementech, ktery jsem zaznamenalpotravié preferednich teskh ovsem
vyplyva, Ze konzumacH. rammaniana pancfniky je spiSe okrajovou zalezitosti. Proto je
piekvapivé, Ze se tato houba vyskytovala v exkrencbntgongrné casto. Moznym
vyswtlenim je substrat, na kterém byld. ramanniana pancfnikim nabizena ke
konzumaci. V ramci mé studie pairdti konzumovali houby rostouci v opadu, zatimco ve
studiich Maraun et al. (1998a) a Schneider & Mar@005) byly pand¢hikim nabizeny
houby rostouci na syntetickém agarovém meédiu, kief&e vyslednou preferenci
panctnika zkreslovat (Kaneko et al. 1995).

Mezi ¢asto detekované houby na povrchu a v exkrementectyechclenovai pati
vétSinou blize newené druhy z rod®enicillium (Hubert et al. 2003, Hubert et al. 2004,
Renker et al. 2005, Visser et al. 198V)yskyt nekolika blize neutenych druli rodu
Penicillium jsem zaznamenala jak na povrchu, tak v exkrementeaicemz
v exkrementech tutli dominantni ¢ast spektra ffitomnych hub. Vysok&etnosti vSak
dosahoval v fipact povrchu jen jeden druh, wipadc exkremeni dva druhy. V ostatnich
piipadech se zastupci tohoto rodu vyskytovali énépiesto je mozné, Ze by se panati
mohli podilet na disperzi spor a fragmiemhycelia rekterych zastupt tohoto rodu. To
dokumentuji vysledky studie Maraun et al. (1998 neugeny druh roduPenicillium
prostednictvim pandhika intenzivreé kolonizoval novy substrat.

V exkrementech jsem nalezla celkem 13 tdixbab (viz Tab. 5). Vedle hub, které
jsem detekovala jako rtrejSi na povrchu, byly v exkrementecltitpmny i 4 dalSi
taxony hub. | v tomto ipact byl vliv druhu pandhika na poet ¢astic v exkrementech
statisticky ptikazny.

Celkow nejvyssi zastoupeni v exkrementeckl m vSech druth pancinika pri

jarnim odiru druh A. crateriforme. Kromé rostlinného materialu byla tato houba
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izolovana také z mrtvych roztd a z povrchu panirika (Koukol 2010, Métkiewski et al.
2000, Soderstrom & Baath 1978). Ve studii Hubewdle(2003) byl tento druh, ste&jjako

v mém gipad, izolovan i z exkremeit Izolace tohoto druhu z exkreméntaznéuje, Zze
se jedna o druh houby, ktery je rodtovéetns pancinikia, konzumovan. V potrawn
preferernich testech je vSak vyskyt tohoto druhu opomijeangko et al. 1995, Maraun
et al. 1998a, Mitchell & Parkinson 1976).

DalSi houbou, ktera se v exkrementae@sto vyskytovala jeTrichoderma sp.1.
Vyskyt v exkrementech @p poukazuje na jeji konzumaci pairdky. Ve studiich Maraun
et al. (1998a) a Mitchell & Parkinson (1976) byludrT. viride panciniky bszne
konzumovéana. Jsou toigkvapivé vysledky, nelborod Trichoderma je potencialg
toxinogenni a zarowevykazuje chitinolytickou aktivitu (Samuels 199@glikoz se tato
houba v exkrementech vyskytovalia podzimnim odbru pongrné hojre, je mozné, ze jeji
konzumace nema na paingky negativni vliv.

Zbyvajici taxony hub se v exkrementech vyskytov@yp v omezeném ptu.
Naméfena velikost exkremeint odpovidala velikosti pangiika. | proto n&l nejvetsi
hub v exkrementech ¢hpancinik A. ovatus, a to i [Festo, Ze jsou jeho exkrementy &m
stejre velké jako u druhuS verticillipes. Pricinou by mohla byt potravni strategie
zmirgnych pandiniki. Pancinici S verticillipes a P. spinosa jsou fungivory, coz
znamena, Ze hlavni slozkou potravy jsou houby,niati pandinik A. ovatus pati do
skupiny nespecializovanych pafrdka , ktefi se mimo hub Zivi i rostlinnym materialem
(Schuster 1956, Luxton 1972, Siepel & Ruiter-DijkmB993). Jeho exkrementy mohou
byt tedy vyplrny predevSim nestaravanymi rostlinnymi pletivy a j@st&n¢ casticemi
hub (Pande & Berhtet 1973).

Mykobiota povrchu se od mykobioty v exkrementédst&né liSila. Na povrchu
bylo pritomno celkem 22 taxdnhub, zatimco v exkrementech jich bylo pouze 13do
vV p&tu taxori, ale i¢astic nize byt dan nejen tim, Ze s# prachodu panéhika opadem
na povrchu nahodnzachytavaji spory a fragmenty hyf, coz vyslednggbdaxori i ¢astic
na povrchu zvySuje, ale také travicimi procesy.piichodu travicim traktem jsotastice
hub nejprve naruSeny chelicerami, a posléze idf@iienzymy. Tim se Zivotaschopnost
castic radikald snizuje (Visser et al. 1987). Vzhledem k tomunaepovrchu da nejsou
castice hub vystaveny mechanickému ani enzymatickgodkozeni travicim traktem, zda

se byt Sienic¢astic hub progednictvim povrchu &innéjSim zpisobem nez prosdnictvim
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exkremeni (Renker et al. 2005). Vliv sezény na ¢pb ¢astic hub na povrchu a
v exkrementech nebyl statistickytijpazny.

5.4. Houby na jehlicich v kontextu s mykobiotou povrchua exkrementi

Spektrum hub, které jsem detekovala na jehliciehs gaxony hub izolovanymi
z povrchu i z exkremetitpancinika prekryvalo jencasténé.

Houby (z obou vyhodnoceni), které kolonizovaly jedl pouze v ftomnosti
pancfnika, byly O. maius var. citrinum, O. maius var. maius, O.microspora, O.
muniellense, O. rhodogenum, O. setiferum, Penicillium sp.2,Penicillium sp.3 aPenicillium
sp.4, U. ramanniana, M. hiemalis f. hiemalis, M. hyalina, C. candelabrum a A.
crateriforme (viz Tab. 2). Disperzesthto hub tedy rive byt zavisla na parfaicich, a to
ostatr potvrdily i provedené analyzy. Uvedené taxony fedm @ekavala i na povrchu
anebo v exkrementech pairdka. Z téchto hub se na povrchu vyskytovaly pouze taxony
Penicillium sp.3,M. hiemalis f. hiemalis, U. ramanniana, a A. crateriforme (viz Tab. 4),
v exkrementech jsem zaznamenala po@emauis var. maius, Penicillium sp.4, U.
ramanniana a A. crateriforme (viz Tab. 5). Na povrchu i v exkrementech byijtgmny i
dalSi druhy hub, které se mohly na povrch parik& dostat nahodrpii prichodu opadem
nebo hem konzumace (Visser et al. 1987). Mohlo se séajm jednat i o houby, které
panctniky vyuZivaji k disperzi, jen jsem jeipryhodnocovani jehlic nezaznamenala. Na
jehlicich jsem nafpklad nedetekovala vyskyt druhB. bassiana, ktera na povrchu i
v exkrementech pangiiki patila k negetngjSim drulim.

Mezi houby (z obou vyhodnoceni), které kolonizovaterilni jehlice pouze
vlastnimi mechanismy i&ni, patily druhy P. tenuissimus, Alternaria sp.,C. herbarum s.I.

a A. glauca (viz Tab. 2). Zajimavé je, Ze mezntito houbami jsou Alternaria sp. aC.
herbarums.l., jenZ paf mezi houby, které jsou patiaiky obeci preferovany (Kaneko et
al. 1995, Koukol et al. 2009, Maraun et al. 199&%ekavala bych tedy jejichiftomnost
na povrchu nebo exkrementech. Toteldvani se&ast&né potvrdilo uC. herbarum s.1.,
jehozcastice jsem vSak zaznamenala pouze na povrchuh@ ganctnika (S. verticillipes
a P. spinosa). Druh Alternaria sp. se v exkrementech ani na povrchu parkai
nevyskytoval. Zda se tedy, Ze houBytenuissimus, Alternaria sp. aA. glauca k Sireni
skute&né vyuzivaji vliastnich mechanignaisperze.

Vysledky obou experimefitje obtizné vzajemnporovnavat a vyvozovat z nich

relevantni zagy. Hlavnim problémem syntézy jsou odliSné druhyngiaika.
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V experimentu zaloZzeném naeii hub v opadu jsemapodreé chila pouzit pandhiky
druhi S verticillipes a A. ovatus, ktefi se vyznauji vySSi mobilitou v opadu a vzajeee
odliSuji v morfologii povrchuda a potravni biologii (Berthet 1964, Schuster 196&ntz

& Walter 2009). Drult. verticillipes vSak po extrakci z opadu nedosahoval poZzadovaného
poctu jedindi, proto jsem jej nahradila blize néanym taxonenPhthiracarus sp., ktery
byl ve vzorku po extrakci druhy rietrejSi. | presto byl jeho p&et pro zaloZeni vSech
variant nedostayjici. Z tohoto dvodu jsem zaloZila pouze 5 Aypdné zamySlenych 6
variant systérin. Tento rod panénikafazen mezi makrofytofagy, kiehouby konzumuji
jen ojedirgle. Povrch tohoto pangiika navic je hladky a mobilita nizk4 (Berthet 1964
Schuster 1956, Krantz & Walter 2009). V ramci twhexperimentu by bylo vhodné
vyhodnotit mykobiotu povrchu ifiomnych pang¢hika v systémech. To jsem bohuzel
neudtlala. Odkr pancfniki ze systéemn by byl navic stizen tim, Ze pafwici rodu
Phthiracarus zalézaji do jehlic, kde setrvavaji a konzumuiji lms& pletiva (Krantz &
Walter 2009). B zakladani experimentu pro studium mykobioty navrpbu a

v exkrementech, se mi nepdidia extrahovat dostat@é mnozstvi jedinc z rodu
Phthiracarus, proto nebyl v ramci tohoto experimentu pouzit.

DalSim uskalim je odlisSna denzita pandka v experimentech. V experimentu
zaloZzeném na &ni hub v opadu jsem do systiévkladala pouze 20 jedificcoz zdaleka
nedosahuje jejichdiné cetnosti v opadu, naopak pafriti pro studium mykobioty na
povrchu a v exkrementech byli odebiratinpo z opadu, kde byli, oproti patcikim
v systémech, zastoupeni kirpzené abundanci.

| presto Izefici, Ze pandhici jsou selektivnimi fenaseéi hub, kté¢i mohou ovlivnit
strukturu spoléenstva pedevsim nekolonizovaného substratu, a Ze schopmhggérze

¢astic hub souvisi s druhem paimgka.
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6. Zavér

Na jehlicich jsem celkem zaznamenala 44 téxonb. V gitomnosti pandhika byly
sterilni a kolonizované jehlice osidlovany odliSnytaxony hub. Sterilni jehlice byly
kolonizovany taxonyJmbelopsis ramanniana, Penicillium sp.3,Oidiodendron maius
var. citrinum a penicillium sp.4, zatimco na kolonizovanych jehlicich bykjtgmny
druhy Sympodiella acicola, Mortierella hyalina a Mucor hiemalisf. hiemalis.

Druhoveé sloZeni hub na jehlicich bylaipazre ovlivnéno jak gitomnosti panénika,
tak i typem jehlice (kolonizovana / sterilni)

Na povrchu 3 druln pancinika (Adoristes ovatus, Porobelba spinosa, Spatiodamaeus
verticillipes) jsem detekovala celkem 22 taxadmub, z nichZ néptngjSimi taxony byly
Cladosporium cladosporioides s.l., Beauveria bassiana, U. ramanniana, Penicillium

sp.9 aCladosporium herbarum s.I.

Vliv druhu pandinika na poet ¢astic hub na povrchu byl statistickyikazny.

V exkrementech 3 druih panciniki jsem zaznamenala celkem 13 takohub.
S nejvysSi ¢etnosti byly zastoupeny taxonyrichoderma sp.l1, B. bassiana, U.

ramanniana, a Acrodontium crateriforme.

Vliv druhu pandinika na poet ¢astic hub v exkrementech byl také statisticky

prikazny.

Vliv sezény na peet ¢astic hub na povrchu a v exkrementech paki prikazny

nebyl.

Cile prace byly spkny.
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