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Abstrakt

Houby maji dualezitou funkci pii dekompozici jehlicnatého opadu a ovliviuji
kolobéhy zivin v lesnich ekosystémech. Proto je kladen velky diiraz na prozkoumani

diverzity téchto organismd.

Cilem této prace bylo popsat diverzitu hub smrkového opadu a vyvoj tohoto
spoleCenstva v ¢ase na lokalitaich regenerujich po kirovcovém poskozeni. DalSim cilem
bylo porovnat lokality liSici se riznou délkou tohoto poSkozeni. Lokality byly vybrany
v NP Sumava, kde byly instalovany opadové sagky s jehli¢im, které se odebiraly v priib&hu
tiech let. Diverzita hub a zmény ve spolecenstvu byly zjistovany dvéma metodami:

kultivaci jehlic na 2° sladinovém agaru a fingerprintovou metodou T-RFLP.

Kultivaci jehlic na agarovém meédiu bylo v pribéhu tfileté sukcese ziskano
dohromady 71 druhti hub z obou lokalit. Pomoci T-RFLP bylo celkové zaznamenano 122
riznych fragment. Dominantnimi druhy byly Scleroconidioma sphagnicola,
Thysanophora penicillioides, Hormonema dematiodes, Ceuthospora pinastri, druhy rodu
Chalara, Trichoderma polysporum, Mycena galopus a blize neureny druh Helotiales
sp. 1. Primarni saprotrofové se ve spoleenstvu vyskytovaly hlavné prvnich 8 mésicii, poté

je zacaly nahrazovat bazidiomycety.

Vliv rizné délky kurovcového poskozeni na druhové slozeni hub se prokazal jako
signifikantni. Tyto rozdily byly mnohem vice patrné pro data z analyzy T-RFLP neZ pro
data z kultivace. Zda se, ze kultivace nebyla schopna zachytit dostate¢né mnozstvi druhii

pro odliSeni lokalit s riznou délkou kiirovcového poskozeni.

Klicova slova:
diverzita hub, sukcese hub, askomycety, bazidiomycety, kultiva¢ni metody, molekularni

metody, horska smrcina, ktirovec



Abstract

Fungi have a key role in the decomposition of coniferous litter and affect nutrient
cycling in forest ecosystems. Therefore, great emphasis is placed on exploring the diversity
of these organisms.

The aim of this thesis was to describe fungal diversity in spruce litter and revealed
temporal development of this community in a forest regenerating after bark beetle
outbreak. Another objective was to compare sites with different length of bark beetle
damage. The study area was located in the Bohemian Forest mountain range. Litter bags
with spruce needles were placed on the forest soil and several samplings were performed in
the course of three years. Diversity of fungi and changes in the fungal community were
assessed by two methods: cultivation of needles on 2° MEA and fingerprinting method T-
RFLP.

In total 71 fungal species were obtained from needles during a three-year
succession by cultivation approach. Using T-RFLP 122 different fragments were generally
recorded. The dominant species were Scleroconidioma sphagnicola, Thysanophora
penicillioides, Hormonema dematiodes, Ceuthospora pinastri, species of genus Chalara,
Trichoderma polysporum, Mycena galopus and unknown species Helotiales sp. 1. Primary
saprotrophs occured in the community mainly in first 8 months and then were replaced by

basidiomycetes.

Influence of different lengths of bark beetle damage on the species composition of
fungi was significant. These differences were much more obvious for T-RFLP data than
for cultivation data. It appears that the cultivation was not able to detect a sufficient

number of species for distinguishing sites with different lengths of bark beetle damage.

Key words:
fungal diversity, fungal succession, ascomycetes, basidiomycetes, cultivation methods,
molecular methods, mountain spruce forest, bark beetle
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1 Uvod acile prace

Diverzité hub na zivych i na odumielych Castech rodu Picea se vénuje ve svété
pomérné velky zajem, jelikoZ spolu s dalsimi jehlicnany tvofi rozsahlé lesy borealniho
pasu severni polokoule (Lindahl et al. 2002). Jehli¢naty opad je kviili své kyselé povaze a
nizkym hodnotdm dusiku osidlovan pravé spiSe houbami nez bakteridlnim spolecenstvem,
které pievazuje v ekosystémech bohatych na Ziviny, s vy$S§im pH (Baldrian et al. 2012,
Allison et al. 2007, Nilsson et al. 2007). Nizké koncentrace dusiku a vysoké mnozstvi
tézko rozlozitelnych latek také vedou V jehli¢natych lesech k pomalé dekompozici a
hromadéni organické hmoty (Osono a Takeda 2006), proto tyto ekosystémy hraji
vyznamnou roli ulozisté svétovych zasob uhliku (Lindahl et al. 2002)

I ptes mnozstvi studii, které pochazeji z boreédlnich a jim podobnych ekosystému,
zustavaji stdle mnohé otazky, souvisejici s reakci houbového spoleenstva na zmény
prostiedi, nezodpovézeny. V této diplomové praci jsem se zamétila na specificky biotop
druhu Picea abies — horskou smréinu regenerujici po kalamité kiirovce a mym cilem bylo

odpoveédet na tyto otazky:

1) Jakd je diverzita houbového spolecenstva smrkového opadu v ekosystému
regenerujicim po poskozeni kiirovcem?
2) Jak se toto spolecenstvo méni béhem sukcese?

3) Jak se lisi lokality s riznou délkou kirovcového poskozeni?

K zjisténi diverzity hub jsem pouzila dva odlisné ptistupy, tradi¢ni Kultivaci substratu
na agaru a molekularni fingerprintovou metodu T-RFLP. Ziskana data prispéla k feseni
projektu ¢. 526/08/0751 Grantové agentury Ceské republiky s nazvem: Pudni procesy a
mikrobni spoleCenstva se vztahem k cyklim C a N v prib&hu regenerace horského lesa po
kiirovcové kalamité. Na projektu spolupracuji MBU AVCR?, JCU? a UK®, Kmeny hub
izolované behem diplomové prace a behem pokusného odbéru byly pouzity pro

enzymatické pokusy (Zif¢dkova et al. 2011) a popis diverzity hub na jehlicich z padlych

1Mikrobiologick}'/ Ustav Akademie veéd Ceské republiky
2 Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich
* Univerzita Karlova v Praze



kment smrku ztepilého (Koukol 2012). Z pokusného odbéru také pochazi novy druh pro
védu Bactrodesmium gabretae (Koukol a Kolarova 2010).



2 Literarni piehled

2.1 Diverzita hub na opadu smrku

Prvni mykologické zaznamy diverzity hub v opadu smrkovych porosti koresponduji
s prizkumem mikroskopickych® hub v ptdé. Bohuzel autofi téchto praci ne vzdy
rozliSovali jednotlivé horizonty pldy a metodika izolace hub se omezuje vétSinou na
oplach substratu a naneseni zfedéné suspenze na agarové médium, coz vede k zachyceni

hlavn¢ dobte sporulujicich hub.

Christensen a Whittingham (1965) studovali mikroskopické houby pidy mocalu s
jehliénany Picea mariana a Larix laricina. Dale byl proveden vyzkum pady smiSenych
lesnich porostt s P. mariana a P. glauca (Morrall a Vanterpool 1968). Samostatné byl
opad zpracovan v praci Reddy a Knowles (1965) u druhu P. mariana, ktera sledovala
lokality hnojené a nehnojeného mocovinou. Poéty kolonii nékterych hub na hnojenych
lokalitdich klesaly, nicméné identifikace byla provedena maximalné do rodu. Na
nehnojenych lokalitich byly nejcetngjsi kolonie Pullularia® spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp. a kvasinky. Smrkovému opadu se vénoval také Hayes (1965). Sledoval
sukcesi hub na jehlicich P. sitchensis v prubéhu 16 mésicti a zaznamenal tak 19 druht hub,
které rozdélil na rané (napf. Haplographium penicilloides®, Penicillium frequentans)’ a
pozdni kolonizatory (napf. Trichoderma viride, Oidiodendron fuscum®, Verticicladium

trifidum) a na druhy pfitomné konstantné (napi. Aposphaeria spp., Mucor hiemalis).

Na druh P. abies se zamé¢til jiz Schalin (1967), ktery zkoumal humusovou vrstvu
lesni pudy. Ale aZz Svédskeé studie ze 70. let minulého stoleti (Séderstrom 1975, Sdderstrom
a Baath 1978) zmituji zjisténé druhy konkrétné pro opadovou vrstvu pidy lesa s P. abies.
Soderstrom (1975) pouzival K zjisténi diverzity hub na jehlicich v opadu sterilizaci
oplachem a néslednou kultivaci kouskt jehlic na karboxymethylcelulozovém agaru.
Celkova diverzita hub byla uvedena aZ v pozdg&jsim ¢lanku (Séderstrom a Baath 1978). Ze

100 fragmentt jehlic ziskal 424 kolonii hub patficich k 50 druhtim, mezi nimiZz dominoval

* mikroskopické houby (mikromycety) = houby, které maji malé (mikroskopické) sporokarpy, co? je obecny
termin pro pohlavni i nepohlavni rozmnozovaci struktury (Kirk et al. 2008)

® Pullularia je synonymum pro n&kolik dne$nich rodd napi. Aureobasidium, Hormonema, Exophiala

® Haplographium penicilloides je synonymum soucasného jména Thysanophora penicilloides

” Penicillium frequentans je synonymum soucasného jména P. glabrum

8 Oidiodendron fuscum je synonymum sougasného jména O. tenuissimum (www.indexfungorum.org)



rod Mortierella (napt. M. ramanniana®, M. parvispora, M. echinula), rod Trichoderma (T.
polysporum a T. viride), rod Penicillium (nap#. P. brevi-compactum, P. daleae) a druhy
Acremonium griseoviride a Candida sp. Druh Thysanophora penicillioides, ¢asty na
smrkovém opadu (van Maanen a Gourbiere 1997), byl pfitomen jen v nizkém poctu.
Metodicky odlisné pozorovani provedli Livsey a Barklund (1992) pti dlouhodobém
zaznamenavani plodnic druhti Lophodermium piceae a Rhizosphaera kalkhoffii na Cerstveé
opadlych jehlicich. Vyskyt téchto plodnic se ménil v zavislosti na sezéné a L. piceae bylo

podstatné Cetnéjsi na lokalité s vy$Sim Uhrnem srézek.

Piechod endofytickych hub z jehli¢i P. abies do role primarnich kolonizatorti opadu
sledoval Miller et al. (2001) inkubaci zelenych jehlic na smrkové ptdé in vitro po dobu 5
mésict. V jehlicich, které béhem této doby zhnédly, pak byla nejhojnéji nalezena
Tiarosporella parca, tiéi blize neurCené izolaty a v menSich poctech Sclerophoma
pythiophila’® a Lophodermium piceae. Podobnou otazkou se zabyvali Korkama-Rajala et
al. (2008). Zelené jehlice vekové tiidy 3 byly ponechany dekompozici v opadovych
saccich in situ a in vitro po dobu 2 let. Posléze byla z jehli¢i izolovana DNA a RNA a
k vizualizaci struktury komunity byla pouzita metoda DGGE a klonovani. RNA ze vzorku
kultivovanych in situ odhalila 22 taxont, z nich nej¢etnéjsi byl rod Lophodermium (25%),
neznamy druh z fadu Pezizales (18%), rody Mycena, Marasmius, Sebacina a Rhizoctonia.
Pii kultivaci in vivo byl pocet taxond ziskanych z RNA pouze 10. Nejvyssich Cetnosti
dosahly rody Mollisia (40%), Lophodermium (21%), Lachnum a Phialocephala. DNA byla
klonovéna jen pro vzorky in situ a lisila se od vysledkti z RNA hlavné vysokou dominanci

rodu Lophodermium (65%).

Diverzita hub byla stanovena také u ptfedCasné¢ opadanych jehlic v disledku
poskozeni P. abies kurovcem. K nejbéznéjsim houbam na téchto jehlicich patiily
Phomopsis occulta, Penicillium purpurogenum, P. janthinellum, Cladosporium herbarum,
Aureobasidium pullulans, Hormonema dematiodes, Alternaria alternata, Mucor zonatus a

nékolik sterilnich kmenti (Przybyt et al. 2008).

Mykologicke studie se také Casto zaméfovaly na endofytické spolecenstvo jehlic
rodu Picea (Mdiller a Hallaksela 1998, Miller a Hallaksela 2000, Miuller et al. 2001,
Stefani a Bérubé 2006, Sokolski et al. 2007, Korkama-Rajala et al. 2008, Koukol et al.

9 . . . o , . . .

Mortierella ramanniana je synonymum pro souc¢asného jméno Umbelopsis ramanniana
1% Sclerophoma pythiophila je synonymum soucasného jména Hormonema dematioides
(www.indexfungorum.org)



2012). VSechny tyto préce jsou vhodné k porovnani diverzity hub z opadu P. abies, jelikoz
se spektrum hub mezi druhy hostitele i mezi zivymi a odumielymi jehlicemi ¢aste¢né
piekryva.

Celkové se zdd byt malo ucelenych studii na diverzitu hub opadu smrku. Pokud

vyzkum srovname s druhym dulezitym jehliénanem borealnich lestt — borovici, tak je

borovicovy opad mnohem vice prozkouman (Koukol 2007).

2.2 Sukcese hub na jehlicnatém opadu

Sukcese hub je chapana jako postupné vyuzivani stejného substratu myceliem
riznymi druhy hub nebo jejich riznymi spolecenstvy (Frankland 1998). Tento typ sukcese
oznacujeme jako degradaéni a jeji Casovy prubéh je relativné kratky v fadu mésicu az
nékolika let (Salek et al. 2005). Béhem této doby rtizné skupiny hub zp¥istupiuji zdroj
dalSim skupinam hub, do doby nez zanikne nebo piestane byt pro houby atraktivni.

Sukcese hub na jehlicich je navozena soucasné s jejich pfirozenou senescenci, kdy se
meéni jejich chemické sloZzeni a ztraci tak svou piirozenou obranyschopnost (Schulz a
Boyle 2005, Przybyt et al. 2008). Zda dochazi k n&jaké sukcesi endofytniho spolecenstva
v pribéhu vitalniho stadia jehli¢i je dosud nevyteSenou otazkou (Koukol et al. 2012),
pri¢emz je znamo, ze s vékem jehlice (listu) se diverzita endofytd zvysuje (Lorenzi et al.
2006, Unterseher et al. 2007). Podobné jako u rostlin délime sukcesi na primarni a
sekundarni, ale ne vzdy se jednd o jednotny linedrni proces, jelikoz mize byt pozménén 1
malymi disturbancemi napi. urychleni sekundarni sukcese na spalenistich (Frankland
1998).

Prvni spolecenstvo hub senescentnich jehlic je tvofeno ¢astecné endofyty a epifyty,
kteti osidlili jesté zivé jehlice na strom¢ (Osono 2006, Koukol et al. 2012). Po spadu na
lesni pidu se na jehlice dostanou spory primarnich saprotroft, kteii vyuzivaji hlavné
rozpustné sacharidy, dalSi lehce rozlozitelné latky a také celulézu. Nasleduje postupné
prorustani opadu myceliem sekundarnich saprotrofii a dochazi k dalSimu posunu v sukcesi,
do které se zapojuji jiz z velké ¢asti bazidiomycety, rozkladajici celulozu, lignin a

rekalcitrantni komplexni sloudeniny™. Ve chvili, kdy opad ztraci svou celistvost, a je jiz

1 Tézko rozlozitelné komplexy polyfenolickych (taniny, produkty dekompozice ligninu) a dusikatych
(chitin, proteiny) slouc¢enin (Lindahl a Boberg 2008).



pomérné dobife rozlozen, stiidaji saprotrofy mykorhizni druhy, které na rozdil od
saprotrofti netrpi nedostatkem uhlikatych latek (Lindahl a Boberg 2008). N¢ktefi autofi
predpokladaji, ze potfeba specializovaného spoleCenstva pro rozklad tézko
degradovatelnych zbytkt jehlic zptsobuje v koneéné fazi dekompozice snizeni diverzity
hub (Mdaller et al. 2001, Dighton 2007).

Prvni studie sukcese hub byly zaméfeny na casovou zménu, pozd€ji se vyzkum
piesunul také na prostorovou Skalu (Frankland 1998). Pro jehli¢naty opad je znamé
ovlivnéni druhové skladby sezonou (Tokumasu 1998), nadmotskou vyskou i zemépisnou
Sitkou, coz souvisi s klimatickymi podminkami (van Maanen a Gourbiére 1997, Gourbiére
et al. 2001, Osono 2007). Jehlic¢i je vysoce fragmentovany substrat, ktery nabizi houbam
omezené jednotky Zivin, ztohoto divodu a také kvuli kompetici néktefi autofi
piedpokladali, Ze na jednotlivych jehlicich roste jen né&kolik druhti z celkového
spolecenstva hub. K tomuto ptedpokladu také napoméhala pouzivand metodika omezena
na sledovani konidioforti na povrchu jehlic (Gourbiere et al. 1999). Tento fakt je v dnesni
dobé¢ jiz sporny. Naptiklad metodou RAMS bylo v jediné jehlici objeveno 34 jedinct
druhu Lophodermium piceae (Mdller et al. 2001).

Cely proces je v opadu ovliviiovan také dal§imi skupinami organismd, ktefi se ucastni
dekompozice opadu tj. hlavné bakterie a ptdni mikrofauna. Je také mozné, Ze schopnost
rozkladat urCité substraty je bézné zastupitelna a sukcesi fidi spiSe schopnost kompetice

s jinymi houbami (Ziféakova et al. 2011).

2.3 Ekosystém horské smréiny v CR

Pivodni horské smréiny se vyskytuji roztrousené¢ na naSich nejvySSich pohotich
napf. NP Sumava, Krkono§sky NP, CHKO Jeseniky, CHKO Beskydy, NPR Kralicky
Snéznik (Neuhduslova et al. 2001). Piekryv arealu pivodnich a obhospodafovanych lest
stéZzuje jejich odliSeni a moznd i proto vime jen malo o jejich dynamice a regeneraci
(JonaSova 2001, Svoboda 2007, Lustyk 2009). Na rozdil od smrkovych monokultur se
ptvodni smréiny vyskytuji az od submontanniho stupné (Kucera 2010) a podminkami je
muzeme piirovnat k borealni tajze (JonaSova 2001). Na hiebenech hor v nadmotskych
vySkach 1100-1350 m se setkdvdme s podjednotkou horskych titinovych smréin
(Calamagrostio villosae-Piceetum), které¢ na vlhéich pudach stiidaji papratkové smréiny

(Athyrio-alpestris-Piceon), nebo eventuelné podmacené smréiny (Mastigobryo-Piceetum)
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po obvodu horskych vrchovist. Tyto biotopy jsou ohrozovany primyslovymi imisemi a
acidifikaci pud, coz vede k oslabovani porostli a nasledné nachylnosti ke kalamitim
hmyzich Sktudcti, poSkozeni vétrem, houbovymi onemocnénimi nebo namrazou
(Neuhduslova et al. 2001, Kucera 2010).

Vyznamnou oblasti z hlediska ptivodnich i hospodaiskych smrkovych porosti je
pohoti Sumava, jeden z nejvétsich lesnich komplexi stfedni Evropy. Od 80. let minulého
stoleti tyto lesy Celi lykoZroutu smrkovému (Ips typographus), ktery se od roku 1995
k dalSimu poskozeni porosti pfispéla kalamita vétrna. Tyto disturbance ovSem nejsou
v del§im ¢asovém méfitku ni¢im vyjimeénym a v minulosti k nim nejspiSe dochazelo
v pravidelnych intervalech (Janda 2010, Kindlemann et al. 2012), nicméné ekosystém to

ovlivni na dlouhé roky.

Stromy poskozené kiirovecem shodi béhem kratkého Casu, v jediné sezoéné, vSechno
jehli¢i. Dospély smrk na poskozenych lokalitach Sumavy tak pfida do ekosystému 50 — 60
kg suSiny jehli¢natého opadu, tj. 18-20t na hektar. Nenapadeny smrkovy les Krkono$
pfitom ro¢né shodi pouze 1,7-3,1t organickeé slozky na hektar. V porovnani s Cerstvé
otrhanym jehli¢im z lokalit s prvnimi pfiznaky pfitomnosti kiirovce maji pfirozené spadané
jehlice nizsi obsah dusiku a hot¢iku a naopak vyssi obsah vapniku (Kovarova a Vacek
2003). Defoliace nasledné mrtvy les prosvétli a zptistupni sukcesi semendckl a trav,
naopak nékteré puvodni druhy napt. mechorosti ustupuji (Jonasova 2001, JonaSova a
Prach 2004). Samoziejmé se tak zméni mikroklimatické podminky a stanovi§t¢ mohou byt
vystavena vétsim vykyvam teplot a vlhkosti, coz ma neptiznivy vliv i na houby (Holec
2000). Vzhledem k odumieni stromi se naskytuje otazka, jakym zpusobem to ovlivni
mikrobidlni spolecenstvo plidy (napi. mykorhizni houby, Dighton a Mason 1985) nebo
spolecenstvo opadu, které uz neni pravidelné zasypavano novym jehli¢im. Také zmény
chemického slozeni jehlic mohou ptedurcovat jejich prvni kolonizatory (Przybyt et al.
2008).

I pies nahlé a znacné zmény zpisobené klirovcovymi kalamitami povazuji Prach a
JonaSova (2004) tyto disturbance za ,, pfirozeny nastroj k obnov¢ piirozeného charakteru
horské smrciny, kterd byla v minulosti pozménéna clovékem®. Autofi zaznamenali
V pfirozené¢ se obnovujicim lese po kirovcové kalamité vzrlstajici pomér plvodnich

listnatych druhti jako je jefab (Sorbus aucuparia) a buk (Fagus sylvatica).



2.4 Mykologicky vyzkum na Sumavé

Sumava je mykofloristicky pomémé dobfe prozkoumana, ale zdjem se soustedi
predev§im na makromycety'® (resp. bazidiomycety) a prizkum je nerovnomérny,
upiednostiiyjici lokality pro védu maximalné atraktivni (Véana 1996, Holec 2000).
Mikromycety (resp. askomycety a zygomycety) se zabyvali napi. Kubatova et al. (1998),
Prasil a Réblova (1998) nebo Novakova a Blazkova (2000). K prozkoumani diverzity hub
Sumavy vyznamné piispéla studie Baldrian et al. (2012), kterd se zabyva sloZenim
mikrobialniho spolecenstva lesni pidy a vzhledem k ¢ist¢ molekularnimu piistupu
zahrnula vSechny skupiny hub.

Pokud se zaméiime na houby opadu smrkovych porostli, najdeme zaznamy tykajici
se terestrickych makromycetl, Caste¢né sem mohou spadat studie pidni mykoflory
(Kubatova et al. 1998, Novakova a Blazkova 2000) a také taxonomickeé studie (Pilat 1968).

Co se ty¢e makromycett je pro horské smrciny v porovnani s horskymi smisenymi
lesy typicka spiSe niZsi druhova diverzita. Najdeme zde vzacné horske druhy a také druhy
typické pro jehli¢naté lesy severni Evropy. Dle pozorovani sporokarpt roste ve smrkovém
opadu ¢asto Mycena galopus, Marasmius androsaceus, Micromphale perforans, Clitocybe
vibecina, C. ditopa, Mycena vulgaris a Clavulina cristata (Holec 2000). Spole¢enstvu
mikromycet smrkovych pid pak dominuji Penicillium spinulosum, P. glabrum,
Trichoderma viride, Beauveria brongniartii, Mortierella alpina, Mortierella elongata,
Micromucor ramannianus var. ramannianus, Cladosporium herbarum a Verticillium
psalliotae. Tyto druhy byly ziskany z hornich 5cm pidy pfimou inokulaci pidy na
agarové médium nebo zfed’'ovaci metodou (Kubatova et al. 1998). Izolaci DNA z opadu
smrku ztepilého byly nejcastéji ziskany sekvence bazidiomycetii jako je Piloderma sp.,
Tylospora fibrillosa, Cortinarius biformis, C. gentilis nebo Hygrophorus olivaceoalbus. Pti
zaméteni na aktivni druhy ve spolecCenstvu, izolaci RNA, byla odhalena naopak ptevaha

askomyceti (Baldrian et al. 2012).

2 makromycety = houby, které maji velké (makroskopické) sporokarpy; vy$si houby; vétsinou se jedné o
bazidiomycety, ale patii sem i nékteré askomycety (diskomycety, smrze, lanyze...), (Kirk et al. 2008)



2.5 Kultivaéni pristup Kk zjisténi diverzity hub

Sledovéani plodnic hub, kultivace substratu ve vlhkych komtrkach a kultivace
substratu na agarovych médiich mé v mykologii dlouholetou tradici. Behem této doby byla
vyvinuta rizna selektivni a Zivnd média, kterd nam usnadniuji identifikaci nékterych skupin
hub (Mueller et al. 2004). Podstatnou vyhodou kultiva¢nich metod je skuteénost, Ze je to
jedina moznost jak ziskat kultury hub pro experimenty (Lindner et al. 2011) a budouci
studie. Tradi¢ni kultivacni metody ale ¢eli vice nedostatkiim nez vyhodam. Je to ¢aste¢né
kvili nedostatecnym znalostem o podminkéach ristu jednotlivych druhd a tézko také
odhadovat potfeby neznamého spolecenstva hub. Proto tyto metody snadno vylouci
nekultivovatelné druhy, které mohou piitom byt pro spolecenstvo vyznamné. Odhaduje se,
Ze méné jak 1% mikroorganismii Ize pé&stovat v kultuie (Torsvik a @vreds 2002), coz nas
jesté neinformuje o jejich zivotaschopnosti a aktivit¢ ve vzorku. Naopak je tendence
nadhodnocovat sporulujici druhy a piehlizet sterilni a pomalu rostouci mycelia. DalSi
uskali spocivaji v komplikacich identifikace druhti dosud nepopsanych, nesporulujicich a
morfologicky neodliSitelnych druhti jednoho morfotypu. Zpracovani vzorku byva ¢asové
naro¢né, pracné (Jeewon a Hyde 2007) a srovnatelnych vysledkii s metodami
molekularnimi 1ze dosahnout az po provedeni mnohonasobné vice odbéri (O’Brien et al.

2005).

2.6 Molekularni pristup k zjiSténi diverzity hub

Molekularni metody jsou v mykologii Siroce vyuzivany a zdokonalovany od konce
80. let minulého stoleti, kdy bylo nejprve stiedem zajmu fylogenetické postaveni hub
v systému (Gouy a Li 1989). V poslednich letech se vyhody molekulérnich metod zacaly
uplatnovat ve velké mife pii zjiStovani celkové diverzity houbového spolecenstva pitimo ze
substratu (O’Brien et al. 2005, Buée et al. 2009, Jumpponen a Jones 2009, Opik et al.
2009, Lindner et al. 2011, Baldrian et al. 2012). Tyto studie odhaluji mnohem vyssi pocty
druhli nez tomu je u praci s kultivaénimi pfistupy, protoze izolaci DNA, ziskame i DNA
druhti pomalu rostoucich a nekultivovatelnych na umélych médiich. K identifikaci hub se
pouziva Casto oblast ITS ribozomalni DNA, ktera je velmi variabilni a odliSuje houby na

urovni druhu. Avsak existuji i skupiny hub, jejichZ ITS rDNA nelze zachytit univerzalnimi



primery (Rosling et al. 2011). Na druhou stranu lze n¢které druhy nadhodnotit. Pokud se
analyzuje pouze DNA, pridavaji se k celkové diverzité i druhy pfitomné pouze napf. jako
spory, odpocivajici ¢astice ¢i senescentni mycelium, které nejsou ve spolecenstvu aktivni
(Purahong a Kriger 2012). Chyby v diverzit¢ mohou dale zpisobovat chimérické
sekvence, které vznikaji pti PCR a jsou kombinaci DNA vice druhi (Nilsson et al. 2010)
nebo variabilnich kopii ITS rDNA jednoho druhu (Wang a Wang 1997, Nilsson et al.
2008). Také mira abundance jednotlivych druhti zjisténa vétSinou mnoZstvim
amplifikovaného Useku ITS rDNA nemusi odpovidat skute¢nosti, protoze se pocéty kopii
rDNA mezi druhy lisi (Anderson a Cairney 2004, Dickie a FitzJohn 2007).

Podle zaméteni vyzkumu Ize vybrat z molekularnich metod ty, které odhali ptimo
sekvence jednotlivych taxoni nebo takové, které nam poskytnou jen fingerprint
odlisitelnych druhti, pouZivané k porovnavani zmén ve struktuie spole¢enstva (Anderson a

Cairney 2004).

NejvhodnéjS§i  metodou pro zjisténi co nejpresnéjsi druhové diverzity
environmentalnich vzorkl a abundance druht je v dnesni dob¢ nejspis 454 pyrosekvenace
(jedna z metod sekvenovani nové generace, Shendure a Ji 2008, Tedersoo et al. 2010,
Lekberg et al. 2012). Diky 454 pyrosekvenaci lze ziskat z pouhych 4 g pidy okolo 1000
operacn¢ taxonomickych jednotek (OTU). Jedna se ale stale o finan¢né nakladnou metodu
spojenou s naro¢nym vyhodnocovanim, kterd i pies identifikaci velkého mnozstvi druht
nedokaze splnit nasi pfedstavu o odhaleni vSech druhti v pfesném mnozstvi. Navic se jako
vdechny ostatni metody potyka s mnoZstvim neuréenych dat v databazich nukleotidovych a
proteinovych sekvenci, nedostatkem informaci o vloZenych referen¢nich sekvencich a
chybami v jejich identifikaci (Buée et al. 2009). Podobné piesné je také klonovani, kterym
Ize ziskat ze 150 g pudy ptes 400 OTU. Jeho vyhodou je pouziti tradicniho Sangerova
sekvenovani, ¢imz ziskame velmi kvalitni sekvence izolovanych druhi a v porovnani s 454
pyrosekvenaci jsou tyto sekvence delSi a proto je Ize snadnéji identifikovat; nevyhodou je
rozsahlé laboratorni zpracovani vzorkli (Anderson a Cairney 2004, O’Brien et al. 2005,

Shendure a Ji 2008, Nilsson et al. 2009, Tedersoo et al. 2010)
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2.6.1 T-RFLP (terminal restriction length polymorphism)

Analyza polymorfismu termindlnich restrikénich fragmentd T-RFLP (diive také
TRFPs) je fingerprintova metoda vyuZivana K zjistovani diverzity metagenomu, zejména
pak diverzity bakterialni a houbové. Jedna se o relativné levnou metodu, kterou mizeme
rychle odhalit zmény spoleCenstva v Case, prostoru nebo v odliSnych podminkach prostiedi
(Clement et al. 1997, Ursel et al. 2008, Gryndler et al. 2010).

Pii T-RFLP je ze vzorku izolovana DNA, poté se amplifikuje dostate¢né variabilni
usek DNA s jednim nebo dvéma fluorescenéné znacenymi primery, amplifikat se rozstépi
vhodnou restrikéni endonukledzou a vzniklé fragmenty se nechaji rozdélit kapilarni
elektroforézou v sekvenatoru (Obr. 1). Pokud chceme ze vzorku amplifikovat ITS rDNA
hub, pouZiva se specificky houbovy primer ITS1F a univerzélni primer 1TS4. Enzymi
vhodnych pro §tépeni je vice napt. Hhal, FNu4HI, Haelll a Tsp5091, Taql a NIallIl. Casto
se pouZivaji v kombinaci pro ziskani presnéjsich vysledka (Gryndler et al. 2010).

Vysledkem analyzy je restrikéni profil vzorku, ktery udava délku a fluorescencni
intenzitu jednotlivych koncovych fragmentt. Tyto fragmenty miZeme v idealnim piipadé
povazovat za samostatné druhy, které se li§i poradim nukleotid v sekvenci a tim i
Stépnym mistem pro dany enzym. Intenzita fluorescence udéava relativni ¢etnost druhu ve
vzorku (Gryndler et al. 2010). Bohuzel restrik¢ni misto se mize u nékterych druhu
shodovat, ¢imz dochazi k podhodnoceni diverzity (Clement et al. 1997). Naopak diverzitu
mohou nadhodnocovat pseudoterminalni fragmenty vzniklé nejspi$ ze sekundarni struktury
jednofetézcové DNA (Egert a Friedrich 2003), nebo fragmenty vzniklé Spatnou specifitou
enzymu nebo Caste¢né dosyntetizované fragmenty zbytkovou polymerazou (Hartmann et
al. 2007). Tyto problémy se daji ¢astetné minimalizovat pe€livou laboratorni praci,
poptipadé vyloucenim slabych signalti z analyzy (Gryndler et al. 2010).

Pii vyhodnoceni diverzity se pak pracuje s neidentifikovanymi fragmenty, nebo se
k jejich identifikaci pouziva klonovani, ¢i virtualni knihovna $tépnych mist. Pokud jsou
k dispozici ¢isté kultury druhti, které ve vzorku predpokladame, je mozné vyzkouset jejich
realné stépeni. To je praktické jelikoz se fragmenty nemusi pii elektroforéze délit zcela
piesné, chybovost byva o 1 az 2 baze (Bukovska et al. 2010, Gryndler et al. 2010), a houba
muze mit také heterogenni kopie DNA a tvofit vice Stépi (Egert a Friedrich 2003).
Zahrnutim hub izolovanych ze zkoumané lokality do analyzy tak pfedchazime S$patné

interpretaci T-RFLP profilt (Avis et al. 2006).
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Obr. 1: Schéma analyzy T-RFLP (upraveno dle www.nodens.ceab.csic.es/t-
rfpred/method).

2.7 Seznam pouzitych zkratek

cf.

insertae sedis

ITS

LSU

sp.

T-RFLP

var.

latinsky confer, nejednoznacné urceni taxonu
latinsky forma, forma druhu
taxon s nejasnym postavenim ve fylogenetickém systému

anglicky internal transcribed spacer, mezernik sekvence malé a velké

ribozomalni podjednotky
anglicky large subunit, sekvence velké ribozomalni podjednotky

latinsky species, oznaceni druhu z uréeného rodu ¢i vyS$i taxonomické

jednotky

anglicky terminal restriction length polymorphism, metoda analyzy

polymorfismu terminélnich restrikénich fragmenti

latinsky varietas, varieta druhu
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3 Material a metody

3.1 Studovana lokalita a odbér vzorku

Lokalita pro odbér jehli¢i smrku ztepilého (Picea abies) byla vybrana v 1. zoné
Narodniho Parku Sumava v oblasti Trojmezna (1300 m n. m.) vramci projektu &.
526/08/0751 Grantové agentury Ceské republiky. Oblast je pokrytd pavodni horskou
smr¢inou s malou piimési jasanu ztepilého (Fraxinus excelsior), podrost tvoii metlicka
ktivolaka (Avenella flexuosa), titina chloupkata (Callamagrostis villosa), brusnice bortivka
(Vaccinium myrtillus) a papratka horska (Athyrium distentifolium). Prevazujicim typem
pudy jsou podzoly, ro¢ni praimé&rna teplota se pohybuje od 3,5 do 4°C a primérné srazkové
uhrny ¢ini roéné 1033 mm (Kopacek et al. 2002).

Zde byly vybrany t¥i plochy ve smrkovém lese regenerujicim po poskozeni
kurovcem (Uhyn porostu v letech 2000-2002) a tii kontrolni plochy bez poskozeni (Obr. 2
a Tab. 1). Soufadnice a nadmoiska vyska vytyCenych ploch byla zméfena pomoci GPS
(Garmin Colorado 300). V prvnich mésicich experimentu byla kirovcem zasazena i
kontrolni lokalita. Ve stejné nadmoiské vySce uz nebylo mozné najit vhodny neposkozeny
les a kontrolni lokalita se tedy li§i riznou délkou poSkozeni (pracovni nazev pro tyto

lokality zustal kiirovec a kontrola).
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Obr. 2: Letecky snimek (cca rok 2008) smrkového porostu v oblasti Trojmezna, NP
Sumava. Body 1-3 oznaéuji plochy poskozené kiirovcem, body 4-6 plochy kontrolni.
(www.mapy.cz)

Tab. 1: Souiadnice GPS a nadmoiska vySka sledovanych ploch.

plocha soufradnice GPS nadmorska vyska
plocha 1 N 48° 46' 35.4", E 13° 51' 18.1" 1303 m plochy
plocha 2 N 48° 46' 36.3", E 13° 51' 11.2" 1314 m poSkozené
plocha 3 N 48° 46' 33.8", E 13° 51' 01.5" 1305 m e
plocha 4 N 48° 46' 40.7", E 13° 50' 33.0" 1296 m
plochy

plocha 5 N 48° 46' 48.4", E 13° 50' 25.3" 1268 m 3

kontrolni
plocha 6 N 48° 46' 49.1", E 13° 50' 21.3" 1276 m

Na pocatku experimentu (15. zati 2008) byly v blizkosti experimentélnich lokalit
nasbirany Cerstvé spadané smrkové jehlice ze stromti poskozenych klirovcem. V laboratofi
byl material usuSen pii pokojové teplot¢ do konstantni hmotnosti a nasledné byly 10 g
jehlic plnény opadové sacky ze syntetické zaclonoviny (rozméry 10 x 20 cm, velikost ok 1
mm). Pro zji$téni inicialni diverzity byl proveden odbér 10 jehlic z 10 sacku (Cas TO).
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Sacky byly umistény na jednotlivych plochach v fadé na povrch lesni pudy (Obr. 3) 29.
zari 2008.

Nasledné odbéry (Tab. 2) probihaly od fijna 2008 do fijna 2011, dvakrat roén¢ na
jate (kvéten) a na podzim (fijen). Odbér z kvétna 2011 byl vynechén, protoze béhem Casu
bylo tézs8i sacky zarostlé v podrostu nalézt a bylo lepsi nechat zbytek sacki na delsi
interval. Z kazdé plochy bylo vzdy odebrano 10 sackd, tj. celkové béhem 6 odbért 360

sacku z celé lokality plus 10 inicialnich.

Tab. 2: Pitehled odbéri opadovych sa¢ki na lokalité.

datum odbéru oznaceni mésic
29. 09. 2008 Cas TO 0

20. 10. 2008 ¢as T1 1

26. 05. 2009 Cas T2 8

12. 10. 2009 ¢as T3 13
24.05. 2010 Cas T4 20
11. 10. 2010 Cas T5 25
17. 10. 2011 ¢as T6 37

Obr. 3: Opadové sacky se smrkovym jehli¢cim umisténé v Fadach.
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3.2 Kaultivace jehlic, izolace kment a uchovavani kultur

Bezprostiedné po odbéru byly saCky pievezeny do laboratofe a dale uchovavany pii
4 °C. Jehli¢i ze sacka slouzilo pro vice analyz (izolace DNA, RNA; izolace hub; analyza
enzymu, ergosterolu, PLFA a dalSi chemické a fyzikalni analyzy) provadénych riznymi

pracovisti.

Pro izolaci hub jsem steriln¢ vybrala z kazdého sacku 10 jehlic, které jsem povrchové
sterilizovala 30% peroxidem vodiku po dobu 90sna horizontalni tfepacce. Dobu
sterilizace jsem nemeénila ani v pozdéjSich fazich sukcese jehlic, kdy uz zfejmé peroxid
vodiku pronikal hloubéji dovniti jehlice a mohl redukovat mnozstvi endofytt. Jehlice jsem
pienesla na 9cm Petriho misku s 2° sladinovym agarem (tj. 2°SL, kone¢ny obsah
sachar0zy 2 % méteno Ballingovym cukromérem, agar 18 g/l; Fassatiovd 1986). Kultivace
misek probihala v laboratorni teploté (22-24 °C), v piirozeném svétle, po dobu potiebnou

K nardstu i pomaleji rostoucich druhti vétsinou 6 az 12 tydna (Obr. 4).

Vyrustajici kolonie jsem na zaklad¢ fenotypickych znakl (rychlost ristu, morfologie,
barva, mikroskopické znaky, apod.) rozttidila do unikatnich morfotypt (neboli operaéné
taxonomicka jednotka OTU). Pro kazdy morfotyp jsem izolovala jeden kmen do Cisté
kultury (oznadeni ZK190-381)*3.

13 Kmeny ZK1-16 pochazely z predbizného testovani metodiky na jehlicich z NPCS, kmeny ZK17-189
pochazely z jehlic z padlych kment (Koukol et al. 2012), z Zivych jehlic, z Zivych jehlic v opadu a
z opadovych sackt odebranych pii testovani metodiky v NP Sumava. Kmeny ZK323-324, ZK 328-334, a ZK

345 byly ziskany z Zivych jehlic odolného jedince smrku ztepilého.
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Obr. 4: Kultivace smrkovych jehlic na Petriho miskach.

V jednotlivych miskach jsem zaznamenavala absolutni cetnost morfotypd Vv
jednotlivych miskach jako pocet jehlic, ze kterych vyrostly, a nasledné jsem spocitala

jejich relativni Cetnost pro plochu dle vzorce:

n.
fi=—
n
fi oznacuje relativni cetnost druhu i na plose
n; oznacuje pocet kolonizovanych jehlic druhem i na ploSe
n Je celkovy pocet jehlic na plose = 100

Celkové cetnosti vSech morfotyptl jsou v souctu vyssi nez 100%, protoZe na jehlici
mohlo soucasné rast nékolik kolonii riiznych morfotypti. Pokud jeden morfotyp tvofil na
jehlici vice kolonii, pfi¢etla jsem mu jen jednu, protoZe houba jednoho genotypu mize
jehlici proriistat a vytvatet vice kolonii. Cetnosti morfotypt, které se pozd&ji ukazaly na
zéklad¢ morfologickych a molekularnich znakl jako shodné, jsem ve vysledku sloucila.

Zaznamenavala jsem i pocet sterilnich jehlic.
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3.3 lzolace DNA, PCR a sekvenovani

Ze vsech kment byla izolovana DNA. DNA z ¢asti kmeni jsem izolovala na Katedie
Bo tin ky PiF UK a &ast byla izo b va a v Mikrobiologickém tistavu AVCR. U kultur
starych 7-14 dni jsem provedla izolaci DNA komeréni sadou Ultra Clean Microbial DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc.) podle pokynii v ndvodu. Koncentraci €isté DNA

jsem m¢éfila na spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Déle jsem z ribozomalni DNA amplifikovala oblast ITS1 - 5,8S - ITS2 a doplikové
oblast D1-D2 LSU s pouzitim kombinace primerd ITS1/ITS4, ITS1/NL4, ITS1F/ITS4,
ITSIF/NL4, NL1/ITS4, NL1/NL4 (Tab. 3) dle vysledku amplifikace nebo dle potieby
identifikace druhu (White et al. 1990, Gardes a Bruns 1993, O’Donnell et al. 1993)

Tab. 3: Sekvence primert pouZitych pro amplifikaci ITS1 - 5,8S - ITS2 a 28S rDNA.

ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3

forward primery
ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3)

NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) revers primery

NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3)

Pro amplifikovani DNA jsem nejdfive pouzivala smés s pfidanim jednotlivych slozek
a polymerazou Gold (Applied Biosystems, Tab. 4), pozdé€ji jsem zacala pouzivat jiZ
hotovou smés MasterMix (5prime, Tab. 5). Amplifikace byla provedena v termocykleru
XP cycler (Bioer) s nésledujicim cyklem: pocatecni teplota 95°C/10 min, 35 cykli
(denaturace 94°C/1 min, annealing 53°C/1 min, elongace 72°C/1 min), zavérecna teplota
72°C/10 min. PCR produkty jsem piecistila kitem GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma).
Sekvenaci provedla firma Macrogen (Soul, Korea) a laboratot sekvenace DNA PiF UK v
Praze. Ziskané sekvence jsem poté upravila v editoru Sequence Scanner v1.0 (Applied
Biosystems), pro alignovani sekvenci mezi sebou jsem pouZila editor Bioedit (Hall 1999)
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Tab. 4: SloZeni smési pro PCR houbové DNA (objem 20 pul)

deionizovana H,O 9,9 ul
Enhancer (5prime) 4 ul
dNTP’s10 mM 0,4 ul
pufr Gold 10x 2 pl
Gold polymeraza 1U/ul (Applied Biosystems) 0,2 pl
forward primer 10 pmol/pl 0,25 pl
revers primer 10 pmol/pl 0,25 pl
MgCl, 256mM 2 pl
DNA 1pl

Tab. 5: SloZeni smési pro PCR houbové DNA s pouzitim MasterMix
(objem 20 pl)

deionizovana H,O 10ul
MasterMix (5prime) 8 pl
forward primer 10 pmol/pl 0,5 pl
revers primer 10 pmol/pl 0,5 pl
DNA 1l

3.4 ldentifikace kmenu

Pro druhovou identifikaci morfotypt jsem pouzivala kombinaci fenotypovych znak a
porovnani jejich DNA sekvence s databazi GenBank. Nesporulujicich kmeny jsem
kultivovala na dalSich médiich jako je bramborovo-mrkvovy agar, bramborovo-dextrézovy
agar (PCA, PDA; Bills a Foster 2004) nebo agar chudy na Ziviny (SNA; Leslie a
Summerell 2006) pro lepsi podniceni sporulace a vystavovala je UVB zafeni. Kmeny jsem

uchovavala pti 4 °C na Sikmych kulturdch s 2°SL.

* pomoci algoritmu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Morfologické znaky jsem sledovala v Melzerové cinidle a dokumentovala jsem je
digitlnim fotoapardtem (Olympus E-510, pozd&ji Olympus DP72) piipojenym
k mikroskopu Olympus BX 51. Pro méfeni velikosti houbovych struktur jsem vyuzila
software Quick Photo Micro 2.3 (Promicra). KurCovani na zakladé fenotypu jsem
pouZivala zakladni mykologické uréovaci kli¢e a webové stranky (Ellis 1971, Ellis 1976,
Domsch et al. 1980, Sutton 1980, Nag Raj 1993, Leslie a Summerell 2006, www.isth.info)
nebo konkrétni monografie zabyvajici se danymi druhy.

Pro uréeni kment na zakladé sekvence DNA jsem vyhledavala v databazi GenBank
(pro rod Trichoderma také TrichoBLAST, www.isth.info) nejbliz8i podobné referenéni
sekvence. Odlidnosti sekvenci do 2-3% jsou v nekterych studiich pfitazovany
vnitrodruhové variabilité (Nilsson et al. 2009). Sekvence s podobnosti 97 (98)-100 % jsou
pak povazovany za stejny druh, sekvence s podobnosti 94-97 % za stejny rod (Bakys et al.
2009, Persson et al. 2009). Vzhledem K nestejné mitre vnitrodruhové variability ITS mezi
druhy hub (Nilsson et al. 2008) je vSak vétSinou tfeba posuzovat spravnou identifikaci
individualné. Pokud se sekvence shodovala s referen¢ni sekvenci v 98-100%, tak jsem ji
piifadila nazev taxonu uvedeny u referen¢ni sekvence. Pokud byla shoda niz$i, nebo
sekvence méla pouze identifikaéni popis, tak jsem kone¢né pojmenovani zvazila s ohledem

na postaveni sekvence ve fylogenetickém systému hub a s ohledem na fenotyp kmenu.

3.5 Konstrukce fylogenetickych stromu

Pii tvorbé fylogenetickych stromt jsem sekvence ITS upravila v programu Bioedit
(Hall 1999) spolu s nékolika piibuznymi sekvencemi ITS z GenBanku. Alignment zv1ast
pro bazidiomycety a askomycety jsem nechala vytvofit programem Muscle
(wwwe.ebi.ac.uk). Vlastni stromy jsem pak zhotovila v programu MEGA 5 (Tamura et al.
2011) metodou Neighbor-joining (parametry Maximum Composite Likelihood a complete
deletion) Bootstrapové podpory vétvi byly spocitiny na zakladé¢ 10 tisic opakovani
analyzy. Jako outgroup pro bazidiomycety jsem vybrala snét Ustilago maydis a pro
askomycety kvasinku Pichia membranifaciens. Nékteré sekvence ve stromech chybi,

protozZe jsem ITS sekvence z kment neziskala, nebo nebyly pottebné kvality.
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3.6 T-RFLP

Pro tuto metodu bylo z 5 sacki na plochu odebrano 0,3 g jehli¢i pro izolaci DNA.
DNA jsem izolovala dle protokolu Sagove-Mareckové (2008) a nasledné jsem ji piecistila
komerénim kitem Geneclean Turbo (MP Biomedicals). Koncentraci DNA jsem zm¢éfila na
spektrofotometru Nanodrop ND1000 (Nanodrop Technologies) a pfitomnost DNA jsem
jesté ovétila PCR (Tab. 6) v termocykleru GenePro (Bioer) s cyklem: poc¢atecni teplota
94°C/5 min, 35 cykli (denaturace 94°C/1 min, annealing 55°C/1 min, elongace 72°C/1
min), finalni teplota 72°C/10 min. Zviditelnéni amplifikovanych vzork jsem provedla

elektroforézou na 1,5 % agar6zovém gelu v 1XxTAE pufru.

Tab. 6: SloZeni smési pro PCR celkové DNA z jehli¢i (objem 25 pl)

deionizovana H,O 16,75 ul

BSA 10 mg/ml 15u

dNTP’s 10 mM 0,5 ul
pufr pro polymerazu 10x 2 pl
DyNAzyme Il DNA polymeraza (ThermoScientific) 2U/ul 0,2 pl
primer ITS1F 10 pmol/ul 1
primer ITS4 10 pmol/pul 1
DNA 1pl

Déle jsem z DNA amplifikovala oblast ITS1 — 58S — ITS2 a to s fluorescenéné
znaGenymi primery 5’"HEX™-ITS1F a 5°6-FAM'-ITS4 (Tab. 7). Reakce PCR prob&hla
v termocykleru GenePro (Bioer) s nasledujicim cyklem: pocateéni teplota 95°C/4 min, 34
cyklii (denaturace 95°C/1 min, annealing 52°C/1 min, elongace 72°C/2 min), zavérecna
teplota 72°C/10 min. Amplifikovany Usek jsem nechala 30 min pii 37°C nastépit
restrikénim enzymem Nlalll, ktery S$tépi v mist¢ CATG (Stépici smés: 16,5 pl
deionizované vody, 2,5 ul (10x) NEBuffer 4 pro Nlalll, 0,5 pl (100x) BSA, 0,5 pl enzymu

Bhexachlorofluorescein (zeleny signal)
166 — karboxyfluorescein (modry signal)
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Nlalll, 5ul PCR produktu). Po nastépeni jsem enzym ve vzorcich inaktivovala zvysenim
inkubac¢ni teploty na 80°C po dobu 20 min. Vysledny produkt jsem ptecistila kitem Sigma
Spin Post-Reaction, pficemz jsem kone¢né vymyti DNA provedla deionizovanou vodou a
ne pufrem, ktery je soucasti kitu (certifikovand metodika Gryndler et al. 2010). Kone¢nou
analyzu vzorkl provedla laboratoi kapilarni elektroforézy MBU AVCR. Vysledky jsem
vyhodnotila v programu GeneMarker (Softgenetics). Program vyhodnocoval fragmenty o
délce 60-600 bazi a intenzité signalu 50-30000 tj. pocet fragmentt. Délky fragmentii mensi
nez 60 bazi totiz kapilarni elektroforéza nedéli dostate¢né spolehlivé a slabé signaly mohou
zahrnovat Sum nebo chybové fragmenty. Vystupem byla tabulka pro obé fluorescenéni

barvy s délkou a intenzitou fragmentt kazdého vzorku.

Tab. 7: SloZeni smési pro PCR celkové DNA z jehli¢i s fluorescencné
znacenymi primery (objem 25 pl)

deionizovana H,O 10,5 ul
PPP-mix (Top-Bio) 12,5 ul
primer HEX-ITS1F 10 uM 0,5l
primer 6-FAM-ITS4 10 uM 0,5l
DNA 1pl

Pro dalsi zpracovani vysledkii jsem pouzila pouze data pro zelenou fluorescencni
barvu, jelikoz DNA tvotila vice fragmenti od primeru ITS1F. Fragmenty delSi nez 450
bazi jsem vytadila, kvtli zhorSujici se schopnosti kalibrace s délkou fragmentu. Déle jsem
intenzitu signalu vyjadfila jako promile z celkového souctu signalli, vyradila jsem

fragmenty s Cetnosti mensi nez 5 %o a data jsem znovu normalizovala.

Pro identifikaci nékterych fragment z restrikéniho profilu vzorku jsem provedla
amplifikaci oblasti ITS s fluorescen¢né zna¢enymi primery a nastépeni DNA i u n€kolika
druhti z kultivace na agaru. Pro zjisténi teoretického mista Sté€pu, jsem sekvence ITS
vybranych kment doplnila o chybé&jici ¢asti srovnanim s delSi podobnou sekvenci
z GenBanku a virtualné jsem ji nastépila v mist¢ CATG v programu Restriction Mapper

(www.restrictionmapper.org).
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3.7 Statistické vyhodnoceni a analyza diverzity

Statistické analyzy, mnohorozmérné analyzy, vypocet Shanonnova indexu a graficka
zobrazeni struktury dat jsem provadéla v programech PAST (Hammer et al. 2001) a R
program (R Development Core Team 2011).

3.7.1  Shannonuv index

Shannontiv index diverzity jsem nechala spocitat v programu PAST, pficemz do
vypoctu jsem pouzila celkovou cetnost jednotlivych druhii na lokalit¢ vztazenou na
celkovy pocet kolonii na lokalit¢ a u dat pro T-RFLP relativni Cetnost fragmentu.
Shannontv index jsem nechala vypocitat i pro jednotlivé plochy na lokalitdch. Pro ovéfeni
odlisnosti indext diverzity v ¢ase a mezi lokalitami jsem pouzila two way ANOVA
(analysis of variance). Pfedpokladem toho testu je normalni rozd€leni a podobny rozptyl

(test Shapiro-Wilk a Levenuv test).

3.7.2  Mnohorozmérné analyzy

Strukturu dat pro kirovcové a kontrolni lokality v jednotlivych odbérech a v prubéhu
celého pokusu jsem zobrazovala nepiimou mnohorozmérnou analyzou PCA (principal
component analysis) a neparametrickou analyzou NMDS (non-metric multidimensional
scaling, distan¢ni kritérium Bray-Curtisuv index). Stejné jsem postupovala i u dat pro 3
plochy na lokalité. V analyzach jsem pouzivala datovou matici ¢etnosti jednotlivych druhti
(fragmenti) a matici presence/absence jednotlivych druhti (fragmentt). Druhy (fragmenty),
které se vyskytovaly pouze v jednom vzorku, jsem z analyz vylouéila. Tyto analyzy mné
pomohly uréit piibliznou podobnost ¢i rozdily mezi daty. Vysledky zobrazuji pouze
analyzou PCA na datech presence/absence pro kurovcové a kontrolni lokality a pro

sloucena data presence/absence z obou lokalit.

Porovnani podobnosti v druhovém slozeni a abundanci jednotlivych druhd
karovcovych a kontrolnich lokalit jsem provedla metodou one way ANOSIM (analysis of
similarities) s distan¢nim kritériem Bray-Curtis, 9999 permutacemi a Bonferroniho korekci
p-hodnot. Jednd se o neparametrickou metodu analogickou k parametrické metodé
ANOVA, kterou jsem pouzila kviili nenormalnimu rozloZeni dat o druzich (test Shapiro-
Wilk). ANOSIM udava hodnotu R, ktera mize nabyvat hodnot od -1 do 1, pifi¢emz

zaporneé hodnoty by indikovaly rozdilnost uvniti vzorku a pokud se vyskytnout je nutné

23



ptehodnotit metodicky pfistup sbéru vzorkd. Hodnoty nad 0,75 ukazuji na jasnou
odlisitelnost skupin, hodnoty pod 0,5 jiz znaéi urcity piekryv skupin, a pokud je R hodnota
mensi nez 0,25, pak jsou skupiny neodliSitelIné (Chapman a Underwood 1999, PerSoh et al.
2012)

Ve statistickém programu R jsem déle zjistovala permuta¢ni metodou MANOVA
(multivariate analysis of variance) podil vysvétlené variability v datech pro
environmentalni proménné ¢as, piitomnost kiirovce a plocha. Pro analyzu jsem pouzila
data o0 presenci/absenci druhti druhti i data o abundanci. Data o abundanci z kultivace
nebylo tieba transformovat, data o abundanci z T-RFLP jsem transformovala odmocninou.
Jelikoz v matici dat z kultivace byly i vzorky bez jediného druhu, pfidala jsem do kazdého
vzorku fingovany druh, aby mohla analyza probéhnout. Vypocet pouzival Bray-Curtistiv

distan¢ni index pti 999 permutacich.
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4 Vysledky

4.1 Diverzita hub smrkoveho opadu v ekosystému po kiirovcové
kalamité — metodou kultivace

K popisu diverzity hub na smrkovych jehlicich jsem v této kapitole pouZzila jak lokalitu
kirovcovou, tak lokalitu pivodné nenapadenou kontrolni, kterou mizeme povazovat za
ekosystém v primarni fazi poSkozeni kirovcem. Pribézné budu vysledky z obou lokalit

srovnavat.

Béhem 7 odbért tiiletého pokusu jsem ze smrkovych jehlic z opadovych sacka
izolovala 71 druht hub (Tab. 8) patticich do 18 tadu a 5 tiid. Z toho patfily 4 taxony mezi
zygomycety, 10 taxoni mezi bazidiomycety a 57 taxond mezi askomycety. Postaveni
ziskanych izolati bazidiomyceti a askomycetti v taxonomickém systému jsem znazornila

fylogenetickymi stromy (Pfiloha 2, Ptiloha 3, problematické sekvence nebyly zatazeny).
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Tab. 8: Taxonomické zarazeni hub izolovanych ze smrkového opadu
béhem 37 mésici sukcese (taxonomické zarazeni podle
www.indexfungorum.org a www.mycobank.org)

izolované taxony rad trida oddéleni
Mucor hiemalis f. corticola
Mucorales Incertae sedis
Mucor zonatus Zygomycota
Umbelopsis ramanniana
Mortierella sp. Mortierellales Incertae sedis
Marasmius androsaceus
Micromphale perforans
Mycena galopus Agaricales

Mycena metata

Mycena sp.

Cantharellales sp.

Minimedusa sp.

Ischnoderma benzoinum

Trametes versicolor

Entomocorticium sp.

Botrytis cinerea

Ceuthospora pinastri

Cistella acuum

Cistella sp.

Helotiales sp. 1

Helotiales sp. 2

Helotiales sp. 3

Chalara cf. affinis

Chalara holubovae

Chalara hyalocuspica

Chalara longipes

Chalara piceae-abietis

Infundichalara microchona

Lachnum sp.

Phacidiopycnis sp. 1

Phacidiopycnis sp. 2

Phialocephala fortinii

Phialocephala sp.

Varicosporium elodeae

Varicosporium sp.

Cantharellales

Helotiales

Agaricomycetes

Basidiomycota

Lophodermium piceae

Rhytismataceae sp.

Rhytismatales

Leotiomycetes sp.

Insertae sedis

Leotiomycetes

Penicillium spinulosum

Penicillium canescens

Thysanophora penicillioides

Eurotiales

Eurotiomycetes

Ascomycota
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Tab. 8: Pokradovani

izolované taxony

fad

Rhinocladiella atrovirens

Rhinocladiella sp.

Cladosporium cladosporoides

Cladosporium herbarum

Capnodiales

Hormonema dematioides

Scleroconidioma sphagnicola

Epicoccum nigrum

Fusicladium sp.

Herpotrichia juniperi

Pleosporales

Herpotrichia sp.

Dothideomycetes sp.

Insertae sedis

Cylindrocarpon magnusianum

Fusarium avenaceum

Fusarium flocciferum

Fusarium sp.

Hypocreales sp.

Trichoderma atroviride

Trichoderma koningii

Hypocreales

Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma parapilulifera

Trichoderma pleuroticola

Trichoderma polysporum

Trichoderma sp.

Trichoderma viride

Cytosporasp. 1

Chaetomium funicola

Sordariales

Lecythophora hoffmannii

Coniochaetales

Geniculosporium sp.

Clasterosporium sp.

Insertae sedis

Sordariomycetes sp.

Insertae sedis

Verticillium fungicola var.
fungicola

Insertae sedis

trida oddéleni
Eurotiomycetes
Dothideomycetes
Ascomycota

Sordariomycetes
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Obr. 5: Zména po¢tu druhi ve vzorku tj. v 10-ti jehlicich (pramér + S.D.)

z opadového sa¢ku v pribéhu 37 mésici na kiroveovych a kontrolnich lokalitach
(nahofe). Zména celkového poctu kolonii na téchto lokalitdch v pribéhu 37 mésict
(dole).

Pocet taxond ve vzorku se pohyboval od 0-8, primérné hodnoty béhem sukcese
Klesaly od 4 do 1 taxonu. V poctech druhi ve vzorku, ani poctem kolonii hub na lokalité se
karovcové a kontrolni lokality skoro nelisily (Obr. 5). Celkové bylo na lokalité v jednom
odbéru 11 az 22 druht (Pfiloha 4). Obé¢ lokality spolu sdilely 33 druht, 23 druht bylo
jedine¢nych pro kontrolni lokality a 14 pro kirovcové (Tab. 9). Cytospora sp. 1 byla

nalezena pouze v inicialnich vzorcich.
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Tab. 9: Seznam druhii nalezenych pouze na jedné lokalité.

Druhy jedine¢né pro kontrolni lokality

Druhy jedineéné pro kiirovcové lokality

Botrytis cinerea
Cantharellales sp.
Cistella sp.
Cladosporium cladosporoides
Dothideomycetes sp.
Entomocorticium sp.
Fusarium sp.

Helotiales sp. 2
Helotiales sp. 3
Infundichalara microchona
Ischnoderma benzoinum
Lachnum sp.
Leotiomycetes sp.
Micromphale perforans
Minimedusa sp.
Mortierella sp.
Phialocephala fortinii
Rhytismataceae sp.
Sordariomycetes sp.
Trametes versicolor
Trichoderma atroviride
Trichoderma sp.
Varicosporium sp.

Cylindrocarpon magnusianum
Clasterosporium sp.

Fusarium avenaceum
Fusarium flocciferum
Geniculosporium sp.
Chaetomium funicola
Chalara holubovae

Mucor zonatus

Mycena metata

Penicillium spinulosum
Phacidiopycnis sp. 2
Phialocephala sp.
Umbelopsis ramanniana
Verticillium fungicola var. fungicola

Shannonovy indexy pro kirovcové a kontrolni lokality (Obr. 6) vykazovaly podobny
trend v Case, kdy se diverzita na jafe snizovala. Kurovcové lokality m¢ly prvni dva odbéry
diverzitu vysSi nez kontrolni, po zbytek ¢asu naopak nizsi. U jednotlivych ploch je pak
vidét zna¢na riznorodost. Hlavné v poslednim odbéru u nékterych ploch diverzita stoupala
a u n¢kterych strm¢ klesala. Analyza variance neprokézala signifikantni rozdily v ¢ase ani

mezi lokalitami.
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Obr. 6: Shannonuv index diverzity pro lokality v pribéhu 37 mésict (nahofe).
Shannoniiv index diverzity pro jednotlive plochy v pribéhu 37 mésicia (dole).

Data pro presenci/absenci druhi z kirovcovych a kontrolnich lokalit vykazovaly
v analyze PCA podobnou strukturu (Obr. 7). PCA jsem upfednostnila pted vystupy
NMDS. Grafy NMDS zobrazovaly data podobné, ale mély vysoké stresové hodnoty.
Podobnost lokalit potvrdily i nizké hodnoty R statistiky v analyze ANOSIM. Stejné

vysledky pfinesla i data abundance.
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Obr. 7: Analyza PCA pro data presence/absence druhii na kirovcovych (¢ervené

body) a kontrolnich (modré body) lokalitach. Mésic odbéru: a) 1. mésic b) 8. mésic c)
13. mésic d) 20. mésic e) 25. mésic f) 37. mésic.
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Pritomnost kiirovce objasnila jen malou ¢ast variability ve vSech odbérech (Obr. 8).
Permutaéni MANOVA prifadila 30,4 % variability proménné c¢as, 1,6 % samostatné
proménné plocha a 0,9 % samostatné proménné kiirovec pii pouZiti dat o abundanci. U
binarnich dat ¢as vysvétlil 25,5 % variability, samostatnd proménna plocha 2% a
samostatna proménna karovec 1,3 %. Proménna kurovec byla zahrnuta pfi postupnych

analyzach v proménné plocha. VSechny proménné mély signifikantni vliv na variabilitu

v datech.

100% -
90% -
80% - s

. nevysvétlena
gng’ | plocha

b -

40% - 1,6 ** . B kiirovec
30% - g xx :
20% H Cas
10% -

0% -

dataabundance  data presence/absence

Obr. 8: Rozklad celkoveé variability v datech permuta¢ni analyzou MANOVA.
(p<0,05%*; p<0,01 **; p<0,001***)

4.2 Diverzita hub smrkoveho opadu v ekosystému po kiirovcové
kalamité — metodou T-RFLP

Ze 180 environmentalnich vzorkd jehli¢i z opadovych sackta a z5 inicialnich
vzorkl jehli¢i se mi podafilo izolovat DNA a provést analyzu T-RFLP u 178 vzorkt. U
zbylych 7 vzorka byla DNA nekvalitni nebo doslo k chybé pii izolaci. B€éhem celého
pokusu jsem ve vzorcich zaznamenala 122 ruzné dlouhych fragmentd znacenych zelenou
fluorescenéni znackou (fragmenty s modrou znackou neuvadim, protoZze se jejich

vypovédni hodnota se zelenou znackou piekryva). Tyto fragmenty mizeme povazovat za
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samostatné druhy nebo alespon fylotypy, ale jak ukazuje Ptiloha 6, nékteré fragmenty patii

dvéma 1 vice druhum.

Pocet rtiznych fragment ve vzorku se pohyboval od 2 do 29, primérny pocet

béhem 37 mésicu nejdiive klesal a pak stoupal (Obr. 9). Pocet fragmentt zjisténych na

lokalité se pohyboval od 17 do 59. Kurovcové a kontrolni lokality sdilely 64 fragmentu, 45

fragmenti bylo jedine¢nych pro kontrolni lokalitu a 13 pro kiirovcovou (Tab. 10).

Obr. 9: Zmény poctu fragmenti ve vzorku (pramér + S.D.) na kiirovcovych a
kontrolnich lokalitaich béhem 37 mésici.

Tab. 10: Délky fragmentii zaznamenané pouze na jedné lokalité.
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Z grafii Shanonnovych indexi (Obr. 10) je vidét stejny trend jako u vysledki
z kultivace; diverzita se snizovala pfi jarnich odbérech. Ke konci tiileté sukcese diverzita
na obou lokalitach vzrustala. Kromé 25. odbérového mésice byla diverzita ktirovcovych
ploch niZzsi nez na lokalitdch kontrolnich. Tyto rozdily mezi lokalitami byly signifikantni
(Tab. 11). Jednotlivé plochy se pak od sebe v diverzité lisily mén¢, neZ jak tomu bylo u

vysledkt z kultivace. Zmény Shannonova indexu v case byly takeé statisticky prukazné.
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Obr. 10: Shannoniiv index diverzity fragmenti pro lokality v pribéhu 37 mésicu

(nahore). Shannoniiv index diverzity fragmentii pro jednotlivé plochy v priibéhu 37
meésicu (dole).
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faktor F-statistika | p-hodnota
Cas 9,288 | 5,04E-05
klrovec 8,577 | 0,007348
interakce 4,515| 0,004833

Tab. 11: Vysledky analyzy two way ANOVA pro rozdilnost Shannonova indexu pro
faktor ¢as, pritomnost kiirovce a interakci téchto dvou faktorii.

Na rozdil od dat z kultivace se lokality v analyze PCA pomérné zietelné oddélovaly
a to hlavné v prvnich tfech odbérech (Obr. 11). ANOSIM prokazal vysokou signifikanci
rozdili u vSech odbéri kromé posledniho 37. mésice (Tab. 12, Tab. 13). R hodnoty
ukézaly vétsi rozdily lokalit pro data presence/absence. Zda se, Ze jarni odbéry (8. a 20.

mésic) rozdily mezi lokalitami snizovaly.

Tab. 12: Rozdilnost kiirovcovych a kontrolnich lokalit v jednotlivych obérech pro
data presence/absence zjiSténa analyzou ANOSIM.

mésic 1 8 13 20 25 37
R statistika 0,6858| 0,3976| 0,6671| 0,3321 0,653| 0,0634
p-hodnota 0,0001| 0,0001| 0,0001| 0,0001| 0,0001| 0,0796

Tab. 13: Rozdilnost kiirovcovych a kontrolnich lokalit v jednotlivych odbérech pro
data abundance zjiSténa analyzou ANOSIM.

mésic 1 8 13 20 25 37
R statistika 0,6441| 0,2552| 0,5449| 0,3094| 0,5004| 0,04227
p-hodnota 0,0001| 0,0001| 0,0001| 0,0001| 0,0001 0,1378
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Obr. 11: Analyza PCA pro data presence/absence fragmentu na kirovcovych
(¢ervené body) a kontrolnich (modré body) lokalitach. Mésic odbéru: a) 1. mésic b) 8.
mésic ¢) 13. mésic d) 20. mésic e) 25. mésic f) 37. mésic.
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Piitomnost ktirovce objasnila mnohem vice z celkové variability, neZ tomu bylo u
vysledkt z kultivace (Obr. 12). Pfi pouziti dat o abundanci permutaéni MANOVA ptrifadila
19,1 % variability proménné Cas, 2,5 % samostatné proménné plocha a 3,2 % samostatné
proménné kirovec. U binarnich dat ¢as vysvétlil 17,8 % variability, samostatnd proménna
plocha 2,1 % a samostatna proménna ktrovec 4,9 %. Proménna kirovec byla zahrnuta pfi
postupnych analyzidch v proménné plocha. Vliv plochy tentokrat nebyl prikazny, ale
proménna ¢as a pritomnost kuirovce mély znovu vysoce signifikantni vliv na variabilitu

v datech.
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Obr. 12: Rozklad celkové variability v datech permutacni analyzou MANOVA.
(p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***)

4.3 Sukcese hub na smrkovem opadu v ekosystému poSkozeném
kirovcem — metoda kultivace

V pribéhu 37 mésici se vyrazné ménilo zastoupeni hlavnich skupin hub (Obr. 13).
Tyto zmény byly podobné pro kontrolni i kiirovcové lokality. Pocet kolonii askomycetii po
prvnim mésici prudce klesal a spolecenstvo pak zacalo byt dopliiovano bazidiomycety,
ktefi ale nepfesahly Cetnost 23 %. Zygomyecety se vyskytovaly hlavné na zacatku sukcese,

ale pouze ve velmi nizkych poctech kolonii. Nartst poctu sterilnich jehlic by mohl souviset
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S postupnym naruSovanim struktury jehlice béhem dekompozice a néslednym

prostupovanim peroxidu vodiku hloubg&ji do pletiva pfi sterilizaci.

200 ——sterilni jehlice
180 t
——zygomyce
160 Zyg. .y y
140 bazidiomycety

——askomycety

pocet kolonii
=
o
o

0 ——

inicialni 1 8 13 20 25 37

vzorky
meésic odbéru

Obr. 13: Zména zastoupeni hlavnich skupin hub na kontrolnich lokalitach v ¢ase.
Osa y znazoriiuje pocet kolonii a také pocet sterilnich jehlic.

V zobrazeni analyzy PCA (Obr. 14), ve které jsou sloucena data z obou lokalit,
vidime pomalé zmény v pfitomnosti druhii ve spolecenstvu a neustaly prekryv druhového

slozeni.

» inicidlni vzorky
®* 1. mésic
» 8 mésic
s 13. mésic

20. mésic
s 25.meésic
37. mésic

6,4

4,84

3,24
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1,64

-1,64

3,24

-4,8 -3,2 -1,6 0 16 32 4.8 6‘,4 é 9‘,6

Obr. 14: Analyza PCA pro presenci/absenci druhi v jednotlivych odbérech. Data
jsou sloucena pro kiirovcové i kontrolni lokality.
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Po dobu vSech odbéri dominoval spole€enstvu tad Dothideales, coz zplsoboval
hlavné druh Scleroconidioma sphagnicola (v prvnim mésici pokryval az 84% jehlic, Obr.
15). V prvnich 8 mésicich ji vtomto f&du doplhovala také Hormonema dematiodes.
Druhym dominantnim fadem na zacatku sukcese byl fad Eurotiales. Tento fad zastupoval
ve vétsing pripadi druh Thysanophora penicilliodes (v prvnim mésici pokryval az 50%
jehlic), ale jeho ¢etnost do konce prvniho roku vyrazné poklesla, a po roce a pil zmizel
Upln¢. DalSimi ¢astymi druhy byly v prvnich 8 mésicich Ceuthospora pinastri a Chalara
longipes z fadu Helotiales. Po jednom roce vyznamné vzrostl podil tadu Hypocreales, coz
zpusoboval ptevazné rod Trichoderma, zejména druh Trichoderma polysporum (az 40%
v 13. mésici). Po jednom roce se mezi ¢etné druhy tadila také Mycena galopus a dalsi druh
rodu Mycena zfadu Agaricales. V druhém roce zuistalo sloZeni podobné, ale po 25
mésicich se znovu zvysil podil fadu Helotiales, tentokrat piedevs§im piitomnosti druht
Chalara hyalocuspica a blize neurc¢ené¢ho druhu Helotiales sp. 1. V tfetim roce byly jiz
zmény pomalej$i a v praméru bylo kolonizovano pouze 17 jehlic ze 100. SloZeni
spoleCenstva na konci sukcese tvorily vyrovnané druhy Hypocreales sp., S. sphagnicola,

Trichoderma spp. a M. galopus.
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Obr. 15: Primérny pocet kolonizovanych jehlic jednotlivymi Fady na lokalitach od pocatku instalace opadovych sacku. Osa X

znazoriuje ¢as v mésicich, prvni sloupec ve dvojci patii kiirovcovym plocham, druhy kontrolnim. Osa y znazoriiuje primérny pocet

kolonii hub na lokalité.
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4.4 Sukcese hub na smrkovem opadu v ekosystému poSkozeném
kiirovcem — metoda T-RFLP

Sloucena data z obou lokalit (Obr. 16) vykazuji v ¢ase podobnou strukturu jako
data z kultivace. Jen posledni odbér (37. mésic) se vyrazné oddélil od zbytku. Po pfiblizné
identifikaci hlavnich pikti v T-RFLP profilech se da také predpokladat, ze ob& pouzité
metody zjistily stejné dominantni druhy (Ptiloha 7).

_ 2 jinicidlni vzorky

: * 1.mésic

od] . e g * 8.mésic
— » 13.mésic

0,51

0,34 20. mésic
s 25.meésic
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0,14

Osa 2

T T T T T T T T T
-0,6 -0,48 -0,36 -0,24 -0,12 0 0,12 0,24 0,36 0,48
Osal

Obr. 16: Analyza PCA pro presenci/absenci fragmentii v jednotlivych odbérech. Data
jsou sloucena pro kiirovcové i kontrolni lokality.

Metoda T-RFLP potvrdila na zacatku sukcese pFitomnost druhti Scleroconidioma
sphagnicola, Thysanophora penicillioides, Cethospora pinastri, Hormonema dematioides a
druhy rodu Chalara. T-RFLP odhalila, na rozdil od kultivace, jiz od prvniho mésice rizné
fylotypy rodu Mycena, které pak byly od prvniho az do tietiho roku sukcese zaznamenany
V hojnych poctech. Nahly narast druhu Trichoderma polysporum byl po prvnim roce
sukcese take viditelny. V ostatnich odbérech byl tento druh zaznamenan jiz v malych
mnozstvich, pfitom béhem kultivace dominoval az do konce experimentu. BliZze neurceny
druh Helotiales sp. 1, ktery jsem zaznamenala pii kultivaci od 25. mésice, byl pomoci T-

41




RFLP zji$tén nejspi§ uz mnohem dfive, i kdyz v malych mnoZzstvich. Na konci sukcese
zaznamenala T-RFLP také druh Chalara hyalocuspica. Blize neuréeny druh Hypocreales

sp. byl v 37. mésici mozna zji$tén, ale pouze v malych mnozstvich.
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5 Diskuze

5.1 Metodika kultivace

Pouzitim této tradi¢ni metody v kombinaci s molekularni identifikaci kment jsem
mohla vétSinu kment identifikovat alespoi do vyssich taxonomickych jednotek. Sterilni
mycelia tak nezustala pod velmi obecnymi nazvy, nebo jen ¢isly, jak tomu byvalo ve
studiich star$ich a i nékterych nové&jsich (Przybyt et al. 2008). U pievazujicich druhu se da
predpokladat, ze se ve vyss§i mife ucastni kolob&hl Zivin nebo determinuji spolecenstvo
jako celek svou zivotni strategii (silni kompetitofi, fungikolni druhy). Pro zjednoduSeni
totoho pfistupu by bylo mozné urcovat jen hojné morfotypy, ale u nékterych morfotypi se
ukaze az vyslednym sloucenim zdznami, ze se jedna o CetnéjSi druh. Pokud nas navic
zajima posun spoleCenstva v Case je potfeba zaznamenat i minoritni druhy, jejichZ pocty se
mohou Vv dal$im odbéru rapidné zvysit.

Nedostatkem v metodice, ktery souvisi spiSe s mou neptedvidavosti, nez s podstatou
kultivacnich metod, bylo pouziti sterilizacni techniky. S velkou pravdépodobnosti jsem
nékteré cilové druhy odstranila nepfiméfené silnou povrchovou sterilizaci. PouZiti
peroxidu vodiku se zda byt velmi vhodné pro odstranéni povrchovych spor v prvnich
odbérech (Kinkel a Andrews 1988), kdy jehlice mély jesté silnou ochrannou vrstvu, ale
Vv pozd¢jsich fazich sukcese se peroxid mohl dostat do kontaktu i s vnitinimi kolonizatory.
Dobu sterilizace by tedy bylo lepsi postupné zkracovat, nicméné kazda jehlice podléha

rozkladu jinak rychle, takze vzdy budou nékteré jehlice sterilizované vice jiné méné.

Vzhledem Kk tomu, ze ziskané kmeny byly casto dlouho sterilni (fadové mésice az
roky), byla jejich morfologickd identifikace nemoZna. Proto jsou nékteré druhy
z poslednich odbért ur¢eny jen do vysSich taxonomickych jednotek na zakladé DNA.
Specialné u bazidiomyceti 1ze identifikaci provést pouze molekularné. Tento problém je u
kultiva¢nich metod casto diskutovan (Jones a Hyde 2002). Také urCovaci literatura pracuje
v mnoha piipadech s popisem teleomorfnich stadiich pfimo =ze substrditu a ne
s anamorfnimi stadii téchto druhi, které pfi izolaci na agarové médium prevladaji. DalSim
problémem, ktery nejspis snizil pocet zjisténych druhii metodou kultivace, byl rychly rist

nékterych druhi na miskach. Jednalo se zejména o druh Trichoderma polysporum a
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Scleroconidioma sphagnicola. T. polysporum navic velmi rychle sporuluje a kontaminoval
tak Casto dalsi izolované kmeny. V tomto piipadé by bylo vhodné, abych jehlice nakrajela
na mensi fragmenty a ty pak vysévala na misky v mensim mnozstvi, abych piedesla
preriistani rychlej$ich druhii (Soderstrom a Baath 1978), tim by bohuZel vzrostla i
naroc¢nost celého zpracovani. Bézn¢ se také vyiezavaji rychle rostouci kolonie z misky
(nebo naopak ty pomalu rostouci), ale to neni ve vSech pfipadech ucinné.

Vice kolonii jednoho morfotypu bylo brano jako jeden druh a jedna kolonie, i pfes to
ze jehlici mtze kolonizovat n€kolik geneticky rozdilnych jedincti jednoho druhu (Miiller et
al. 2001). Zanedbala jsem tak i moznou piitomnost kryptickych druhti. Odhadnout
frekvenci této skryté diverzity je zatim slozité (Schmit a Mueller 2007). U nékterych
skupin hub by to mohl byt péti-, nebo 1 vyss$i nasobek druhl, nez v soucasnosti zname
(Hawksworth a Rossman 1997). Tento problém by vyfesila jediné molekularni identifikace

vSech kolonii spojend s izolaci DNA az z tisice jednotek v jednom odbéru.

5.2 Metodika T-RFLP

Tato metoda je Siroce doporuovana a vyuZivdna pro odhaleni rozdili mezi
mikrobialnimi spolecenstvy (Rumberger et al. 2007, Bennett et al. 2009, Joo et al. 2010,
Lee et al. 2010). Pomérné rychle a jednoduse jsem diky ni zjistila, zda se sledované

lokality liSi a k jakym ptibliznym zménam v jejich struktuie dochazi.

Prvotnim cilem nebylo popsat do detailti rozdily mezi metodou kultivace a T-RFLP a
protoze byl pro kazdou metodu pouzit jiny pocet a objem vzorkt Ize je jen hrubé porovnat.
V postupu metody T-RFLP jsem pouZivala povrchové nesterilizované jehli¢i a mozna i
diky tomu je mnozstvi ,,odlisitelnych fylotypu“ z této metody vyssi. PerSoh et al. (2012)
ziskali metodou RFLP skoro dvojndsobné mnozstvi RFLP typi z nesterilizovanych listi
buku oproti listdm sterilizovanym. | kdyZ v mém ptipadé metoda T-RFLP odhalila vys3si
diverzitu hub nez u dat z kultivace, Allmér (2005) touto metodou ziskal ze smrkového
dfeva pouze 5 druhll hub, a za vice efektivni tak povazoval pfimé sledovani plodnic v
terénu, pii ¢emz se objevi vice vzacnych druhi nez pii T-RFLP. T-RFLP zaznamena spise
aktivni druhy.

Pii pokusu o identifikaci jednotlivych fragmentli ziskanych touto metodou jsem

narazila na problémy, o kterych se zminuji v uvodu. Nekteré piky byly tvofeny fragmenty
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vice druhd, naopak nékteré druhy mohly tvofit vice fragmentt, k jejichZz vzniku dochazi
bodovou mutaci v misté restrikce a DNA se potom §tépi v nasledujicim restrik¢nim misté
(Edwards a Turco 2005). Druh Mucor hiemalis f. corticola ani restrikéni misto pro pouzity
enzym nema a proto jej metoda nemohla zachytit, mozné jako i dalSi druhy (Joo et al.
2010). U druhti hub, které jsem prfifazovala k fragmentim jen podle virtualniho Stépent,
bylo nutné virtualni délku o 1 az né€kolik bazi snizit, coz jsem usoudila z rozdilti mezi
virtualnim a realnym Stépem u nékolika vybranych druht. Piibuzné druhy nékdy bylo
mozné odlisit, ale vétsinou mély velmi podobné délky fragment. Na ukor identifikace hub
z kultivace jsem pii metodé¢ T-RFLP nepostupovala tak dikladné a jist¢ by bylo vhodné
pouZit k ziskani piesnéjsiho profilu komunity $tépeni vice enzymu (Clement et al. 1998).
Jako klicové povazuji u cCastych kment ziskanych z kultivace pouZzit restrikci DNA
metodou T-RFLP pro srovnani s T-RFLP environmentalni DNA. V nékterych spornych
ptipadech by to usnadnilo pfifazeni fragmentu konkrétnimu druhu.

Pro vizualizaci vysledkii a statistické analyzy jsem pouzila jak data o
presenci/absenci, tak data o abundanci. N¢ktefi autofi pro vyhodnoceni pouzivaji pouze
binarni data, protoZze hodnota abundance fragmentu nemusi odrazet pravou abundanci
organismu v dusledku odlisné amplifikace DNA pti PCR, odlisnému mnozstvi kopii ITS
rDNA v genomu riznych druhit hub a kvili riznému mnozstvi genomu na jednotku
biomasy hub (Clement et al. 1998, Dickie a FitzJohn 2007, Schitte et al. 2008, Joo et al.
2010). To souvisi i s otazkou nevhodnosti pouzivani indexu diverzity pro T-RFLP data.
Blackwood et al. (2007) naptiklad doporucuje pouzivat mnohem citlivéj$i mnohorozmérné
metody misto indext diverzity. Naopak Lee et al. (2010) pouzivaji k porovnani
mikrobialnich komunit vzduchu jak mnohorozmérné metody, tak i Shanonntv index.
V mém piipadé byly vysledky z obou typt dat podobné, z dat presence/absence dokonce
robustnéj$i. Shannonovy indexy by tedy mohly pravdivé zobrazovat redlnou situaci ve
spoleCenstvu. Ale vzhledem Kk tomu, ze nejsem schopna pfesné pojmenovat fragmenty
z restrikénich profilti, bylo by tfeba se této identifikaci jesSté vice vénovat a piipadné

potvrdit rozdily zjisténé indexy diverzity.
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5.3 Kombinace metody kultivace a T-RFLP

Pouziti pouze jedné metodiky by mohlo vést ke Spatné interpretaci vysledku, protoze
kultivace druhovou diverzitu mozna ¢astecné podhodnotila, T-RFLP naopak nadhodnotila.
Takto jsem mohla sloudit jejich vyhody. Kultivace byla podstatna pro ziskani kultur hub a
zjisténi Cetnosti jednotlivych druhli, coZ umoznilo indentifikaci fragmentii v restrikcnich
profilech. Naopak samotna kultivace nebyla schopna dostate¢né¢ odhalit rozdily mezi
riznymi podminkami lokalit. Metodou T-RFLP jsem dospéla k zajimavym vysledkiim, ale

je stale tfeba brat v tivahu riizna tskali PCR a neptfedvidatelnost vnitrodruhové variability.

5.4 Diverzita a sukcese hub smrkového opadu

Celkové mohu na zkoumanych lokalitdich potvrdit 71 druh@i hub ze smrkového
opadu, coz je ¢islo nejspise podhodnocené pokud je srovndme se 122 moznymi druhy
zaznamenanymi z T-RFLP. Obé metody maji uréity piekryv druhti a ptedpokladam, ze
mnoho druhd nebyla schopna zachytit ani jedna znich. V odliSeni kurovcovych a
kontrolnich lokalit se obé¢ metody vyrazné lisily. U kultivace se vliv kiirovce na variablitu
dat prokazal az pti slouceni vSech odbérti. Naopak analyza T-RFLP jasné odlisila
karovcové a kontrolni lokality uz v jednotlivych odbérech. Rozdil v druhovém slozZeni
lokalit byl nejspi$ v prvni poloving tiiletého sledovani, kdy se da u kontrolni lokality
o¢ekavat doznivajici charakter neovlivnéného lesa. Na ktrovcovych lokalitach nebyl pted
experimentem nékolik let obnovovan Cerstvy smrkovy opad, ktery by mohl udrzovat
zjisténé analyzou T-RFLP. Indexy diverzity z dat zjisténych kultivaci byly v prvnich dvou

mésicich na kiirovcovych lokalitach vyssi, ale rozdily nebyly statisticky prikazné.

Jelikoz diverzitu hub ovliviiji vyznamné klimatické a mikroklimatické podminky
(Unterseher a Tal 2006, Unterseher et al. 2007), je srovnavani vysledki mezi raznymi
studiemi slozitéjsi, protoZe byvaji provadény Vv riznych nadmoiskych vyskach, v razné
starych porostech s rtznou hustotou zapoje apod. Druhou pickazkou ve srovnani jsou

odlisné metodické pfistupy.
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Jedind prace, kterd se zabyva diverzitou hub ve smrkovém opadu na lokalité
poskozené kurovcem je polska studie Przybyt et al. (2008). Jejich vysledky lze srovnat
s mymi inicialnimi vzorky, jelikoZ kultivovali pouze jehlice opadané z napadenych stromt.
Jako nejéastéjsi druhy wuvadéli Phomopsis occulta, Penicillium purpurogenum,
Cladosporium herbarum, Aureobasidium pullulans a Hormonema dematioides a 4
nesporulujici kmeny. KdyZ pokus nésledujici rok opakovali, ziskali odli$né spoleéenstvo tj.
Alternaria alternata, Mucor plumbeus, P. purpurogenum, Aspergillus niger, A. pullulans,
C. herbarum, 2 coelomycety a 6 nesporulujicich kmenti hub. Druh Thysanophora
penicillioides, ktery byl ¢asty v mych odbérech, zaznamenali pouze v1 a 2 koloniich.
Nepodobnost druhového slozeni s mymi vysledky, bude nejspis zptisobena nizkou
nadmoiskou vyskou lokality tj. 150 m, nizkymi sraZkovymi uhrny tj. 591 mm a mozna
zpusobem sterilizace jehlic a typem agarového média (4,8% MEA). Sami autofi vysvétluji
rozdily ve svych vysledcich meteorologickymi faktory, kdy byl druhy rok bohatsi na
srazky.

Pokud bych méla srovnat mé vysledky s praci Soderstrom a Baath (1978), kterou
povazuji za jednu ze zakladnich zdroji k tomuto tématu, shoduji se napt. v druzich
Trichoderma polysporum, T. viride, Umbelopsis ramanniana, Cylindrocarpon
magnusianum, Chalara longipes, Thysanophora penicillioides, Mucor hiemalis,
Penicillium canescens a P. spinulosum. To jsou ale vétSinou druhy opurtunni a dobie
sporulujici, které jsem primarné méla v zajmu odstranit povrchovou sterilizaci a az na rod
Trichoderma se vyskytovaly v odbérech ziidka. Autofi pouzivali misto povrchové

sterilizace pouze oplachnuti jehlic vodou.

Pocet taxontl, které jsem ziskala béhem odbéra i celkové, je srovnatelny i s jinymi
pracemi. Kubartova et al. (2009) zjistili metodou TGGE po 4 mésicich (jarni odbér)
dekompozice smrkového opadu primérné 12 druhti hub, po 24 mésicich (podzimni odbér)
11 druht. Ja jsem po 8 mésicich (jarni odbér) zaznamenala primérné 12 druhii na kontrolni
lokalit¢ a 20 druh na kirovcové, po 25 mésicich (podzimni odbér) to bylo na obou
lokalitach 16 druhii. Kubartova et al. (2009) také uvedli, Ze rychlost dekompozice opadu
nemusi byt nutné korelovana s diverzitou hub, roli hraji spi$ vyzivové hodnoty opadu
dohromady s biotickymi interakcemi, a aktualni aktivita druhd Vv zavislosti na

environmentalnich podminkach. To potvrzuji data ubytku biomasy jehli¢i v opadovych
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saccich (Obr. 17, Stursovéa nepublikovana data), kterd ukazaly mirné rychlej$i dekompozici
na ktrovcovych lokalitach, které byly podle vysledki T-RFLP druhové chudsi.

To Ze se diverzita v mych odbérech na konci experimentu zvySovala a to u obou
pouZzitych metod je jev, ktery nejspiS nelze zobecnit a zavisi na komlexnich podminkach
prostiedi (kvalita opadu, diverzita bylinného patra, vlastnosti ptady, klima, biotické
interakce...). Pokles diverzity v n¢kterych odbérech mize byt také zptisoben prevladnutim
nékolika druht, ktefi snizi relativni ¢etnost druhti vzacnéjsich (PerSoh et al. 2012). Pii
dekompozici borového opadu (Lindahl et al. 2007) se poc¢et druht béhem tii let postupné
zvySoval. Naopak diverzita bukového opadu se béhem dekompozice ménila riizné€, nejdiiv
klesala a ve velmi dobie rozlozeném opadu zase zacala stoupat (PerSoh et al. 2012). Fakt,
7e abundanci druhd i diverzitu ovlinily i samostatné plochy lokalit (v nékterych odbérech
se 1 plocha od ostatnich odliSovala u dat z kultivace i T-RFLP), potvrzuje pokus na Gerstvé
pokaceném dievu. Dvé zkoumané plochy, vzdalené pouze 100 m se liSily vyznamné ve
struktufe spolecenstva, coz ukazuje na dalezitost lokalniho zdroje spor a kompozici terénu
resp. krajiny (Vasiliauskas et al. 2005). PerSoh et al. (2012) také poukazali na
nerovnomérné zastoupeni druhi ve vzorcich, které muze byt ovlivnéno v kazdém vzorku

jinym parametrem podle lok&lni charakteristiky prostiedi.
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Obr. 17: Ubytek biomasy jehli¢i v opadovych saccich na kiirovcovych a kontrolnich
lokalitach b&hem 37 mésici (Stursova, nepublikovana data).
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Vliv sezony na zménu diverzity lokalit jsem statisticky netestovala kviili nestejnému
poctu jarnich a podzimnich odbéru, ale myslim, Ze je z vysledkti dobfe patrné sniZeni
diverzity v jarnich odbé&rech. Podobny trend byl v CR zaznamenan na borovicovém opadu
(Koukol 2002). Vyssi ¢etnost v podzimnich odbérech jsem zaznamenala napiiklad u rodu
Chalara. Sezénni zmény v Cetnosti riznych druhtt hub z jehli¢natého opadu popsal
Tokumasu (1998). V jeho studii byl neuréeny druh rodu Chalara ptitomen z celého roku
pouze Vv fijnovych a listopadovych odbérech. Zvyseni diverzity hub v podzimnich mésicich
muze byt zpusoben dosazenim optimalnich vlhkostnich podminek (Przybyt et al. 2008)

Zajimavé je, ze b€hem celého experimentu jsem zaznamenala pouze 4 kolonie druhu
Lophodermium piceae, ktery byva casty jak v Cerstvych, tak opadovych jehlicich riznych
druhtt smrkt (Miiller et al. 2001, Stefani a Bérubé 2006, Sokolski et al. 2007, Korkama-
Rajala et al. 2008). L. piceae nebylo na sledované lokalité zaznamenano v hojnych poctech
ani na jehlicich z klesti (Koukol et al. 2012). Podobné Przybyt et al. (2008) uvadi pouze
jednu kolonii tohoto druhu pii kultivaci jehlic na MEA, ale vzhledem k tomu, Ze pfi
kultivaci stejnych vzorkl ve vlhkych komurkach zjistili az 67% frekvenci L. piceae, mize
byt tento rozdil siln¢ ovlivnén metodou zpracovani vzorku. Lehtijarvi a Barklund (1999)
pozorovali sniZeni frekvence L. piceae na jehlicich P. abies na lokalitdch zavlazovanych, a
hnojenych siranem amonnym. Tento druh také negativné koreluje s kyselymi desti
(Barklund a Rowe 1983, Solheim 1989). Pro srovnani s vysledky T-RFLP jsem L. piceae
virtualné nastépila. Tento druh by mél tvofit fragment dlouhy 349 bazi, ale je mozne, Ze
redlné Stépeni je kratsi. V prvnich odbérech je v téchto mistech jen velmi slaby signal, coz
nepfitomnost L. piceae potvrzuje. Pfitom oba zname druhy L. piceae a L. pinastri pozitivné
koreluji s chladn&jsim klimatem (Gourbiére et al. 2001, Scattolin a Montecchio 2009).
Nepftitomnost toho druhu by tedy mohla byt zpiisobena ovlivnénim lokality znecisténim
nebo kompetici s jinym endofytnim druhem uz na strom¢.

Také Marasmius androsaceus je ¢astym kolonizatorem smrkového a borovicového
opadu (Mitchell a Millar 1978, Ponge 1991, Holec 2000, Koukol et al. 2008), ale v mém
piipadé se objevil pouze v nékolika koloniich béhem prvniho roku dekompozice. Zde
doslo nejspi§S ke Spatnému odliSeni tohoto druhu od ostatnich bazidiomycetli, protoze

Vv restrik¢nim profilu T-RFLP lze rozeznat. Jeho Cetnost vSak neni nijak vysoka.
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5.5 Abundantni druhy

Kurovcové a kontrolni lokality se v piitomnosti abundatnich druhi neliSily, ale u
nékterych druhli 1ze pozorovat rozdilnost v jejich cetnosti. Napiiklad Hormonema
dematiodes se vyskytovala vice na kontrolnich stanovistich, coZ potvrzuji i vysledky z T-
RFLP. Naopak velmi zajimavé jsou zvySené pocty druhu Trichoderma polysporum na
karovcovych lokalitach. Tento trend sice neni patrny v datech z T-RFLP, ale je mozné Ze
abundance tohoto druhu zaznamenala metoda ne Upln¢ piesn€. Stejné tak se zda byt na
kirovcovych lokalitach vice casta Ceuthospora pinastri, coZ je patrné z obou metod.
V nasledujicim textu se budu vénovat témto a dalS$im ¢etnym druhiim v kontextu

s literarnimi zaznamy.

Nejcetnéjsi druh odbéra Scleroconidioma sphagnicola je zatim popisovan jen
z velmi malo oblasti. Tento tmavy anamorfni druh byl popsan v roce 2000 z nekrotickych
pletiv mechorostu Sphagnum fuscum z raselinist’ Kanady (Tsuneda et al. 2000). Koukol a
Kovarova (2007) izolovali S. sphagnicola také ze smrkového a borovicového opadu v NP
Sumava. Vasiliauskas et al. (2005) nalezli tento druh také na smrkovém dievé. Jeho
distribuce se zda byt zatim roztrouSend; byl izolovan z jehli¢i jak z hor, tak z nizin,
z ptirozenych 1 hospodatskych stanovist’ a z rizné starych porostl. Pfi porovnani sekvenci
s databazi GenBank byl tento druh (nebo alesponi rod) pfifazen také k zdznamu
z viesovcovité rostliny Gaulheria shallon, k zd&znamu z pudy pod Pinus contorta a byl
dokonce nalezen v kotenovych vlascich kete Rhododendron lochiae v australském
destném lesu (Koukol 2009). V roce 2011 byla S. sphagnicola izolovana v Ciné z opadu
stalezeleného listnatého lesa (acc. number JN628103.1). Efekt tohoto druhu na
dekompozici se ukazal jako zanedbatelny (Koukol et al. 2006a), i pies to, Ze produkuje
lakézu, polyfenol oxiddzu a peroxidazu (Koukol a Kovarova 2007). To, Ze jsem S.
sphagnicola izolovala ve vysokém mnozstvi, potvrzuje fakt, Ze ma dobré kompeti¢ni
schopnosti vici jingm askomycetim (Koukol et al. 2006b), coz mize byt mimo jiné
zpusobeno tvorbou melaninu a celkovou odolnosti vaci biotickym a abiotickym
podminkam diky mikroslerociim®’ (Koukol a Kovafova 2007). I kdyZ zatim neznime

realné rozsifeni tohoto druhu, a je mozné Ze v starSich studiich doSlo k zaméné

" mikrosklerocia = Gtvary vznikajici isodiametrickym zvétienim buiiky, ktera se nasledné rozdgli a vytvari
bublinovité vybézky oddélené septy; cela struktura je tmavé pigmentovani (Hambleton et al. 2003)
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s podobnymi druhy (Koukol 2009), da se z ptekvapivé Cetnosti az 84% kolonizovanych
jehlic usuzovat, ze podminky horské smréiny nebo dokonce konkrétng podminky Sumavy
jsou pro n¢j velice optimalni.

Thysanophora penicilliodes je nachazena jiz jako endofyt smrkovych jehlic. Miller
a Hallaksela (1998) ji zaznamenali dokonce jako tfeti nejéetné&jsi druh v Zivych jehlicich P.
abies. V jejich dalsi praci (Miller a Hallaksela 2000) kdy zkoumali rizné ¢asti smrku,
potvrdili jeji pfitomnost pouze uvnité jehlic. Znama je také jako endofyt Picea glauca
(Stefani a Bérubé 2006). Je to druh hojny i na jinych jehli¢nanech jako jsou rody Abies,
Pseudotsuga, Tsuga (van Maanen a Gourbiére 1997) nebo Pinus (Tokumasu 1998). Jeji
vliv na dekompozici jehli¢natého opadu je prokazatelny a jako endofyt je schopna stejné

dobie rozkladat i zelené jehlice (Koukol et al. 2008, Ziféakova et al. 2011).

Druh Hormonema dematiodes je uvadén zopadu jehlicnanti Casto napi. ve
zminované studii Przybylt et al. (2008) nebo Miller a Hallaksela (2000) a Muller et al.
(2001), kde pouzivali synonymni ndzev Sclerophoma pythiophyla. V soucasnosti je H.
dematioides znama jako patogen zpusobujici nekrézu jehlic rodu Abies (Talgg et al. 2010).
Také byl nalezen na vétvickach P. abies (Sieber 1989, Miller a Hallaksela 2000). Muze
zpusobovat vyznamné ztraty biomasy jehlic, ale jeji dekompozi¢ni schopnosti

pravdépodobné zavisi na daném kmenu (Boberg et al. 2011, Zifédkova et al. 2011).

Ceuthospora pinastri je znama hlavné z borovicoveho opadu a jako endofyt
borovicovych jehlic (Hayes 1965, Widden a Parkinson 1973), ale bézn¢ se vyskytuje také
jako endofyt jinych jehlicnanti napi. na Abies grandis nebo P. abies (Hayes 1965). | tento

druh se vyznamné podili na rozkladu jehli¢i (Ziféakova et al. 2011).

Anamorfni rod Chalara je znam jako saprotrof na rostlinném opadu a také jako
parazit stromti nebo liSejnik (Koukol 2011). Z jehlicnatého opadu je ¢asto uvadén druh
C. longipes (Soderstrom a Baath 1978, Aoki a Tokumasu 1995, Koukol et al. 2012), u
kterého byla popsana velmi dobra schopnost vyuZivat huminové kyseliny ze smrkového
opadu (Koukol et al. 2004). V ramci ostatnich askomycetti tento druh pomérné dobie
rozklada borovicovy opad (Boberg et al. 2010), ale v opadu jinych jehli¢énant takova

schopnost nebyla prokézana (Osono a Takeda 2006, Koukol et al. 2006)

Pfitomnost rodu Trichoderma ve smrkovém opadu je typickym jevem a jako

oportunni r-stratég a silny kompetitor se také vyskytuje ve velkém mnoZstvi (Widden a
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Scattolin 1988). Na dekompozici opadu se podili svymi celuldzami (Rabinovich et al.
2002). T. polysporum Iépe snasi chladngjsi teploty (Tokumasu 1998) a inhibuje nékteré
ostatni druhy rodu Trichoderma ze smrkoveho opadu nehled¢ na teplotni podminky a sama
je mén¢ inhibovana v chladnéjsich teplotach (Widden a Scattolin 1988). Chladné podnebi
hor NP Sumava vysvétluje prevladnuti T. polysporum nad ostatnimi druhy tohoto rodu.
Nicméné vyssi ¢etnosti T. polysporum na ktrovcovych lokalitach pak ale nekoresponduji
sonéco mensimi povrchovymi teplotami na kontrolnich plochach (Baldrian,
nepublikovanad data). Méné markantni zdaznam T. polysporum vV restrikénim profilu T-
RFLP potvrzuje i Allmér (2005), ktery je nenaSel v T-RFLP profilech i kdyz byla ¢asta
v izolacich z kultur.

Saprotrofni bazidiomycet Mycena galopus je bézny druh mirného pasu severni
polokoule, ktery se vyznamné podili na rozkladu jehli¢natého i listnatého opadu. M.
galopus se neomezuje na jednotlivé zdroje Zivin a v homogennim jehli¢natém opadu se
dobfie rozrista a fruktifikuje (Frankland 1998). Na opadu P. abies jsou zndmy dalSi druhy
tohoto rodu napi. M. alphitophora, M. vulgaris, M. sanguinolenta, M. stylobates, M. pura,
M. aurantiidisca, M. amicta (Miyamoto 2000) nebo M. epipterygia (Allmer et al. 2006).
Nekteré z nich mohly byt v mych odbérech také piitomny, ale pii kultivaci jsem je
nemusela odlisit od M. galopus.

Sekvence blize neuréeného druhu Helotiales sp. 1 byla nejblize podobna druhu
Meliniomyces sp. Meliniomyces je anamorfni rod spadajici do mykorhizniho agregatu
Rhizoscyphus ericae. Je znam z kofenu erikoidnich rostlin a z kofent jehli¢natych i
listnatych stromti (Hambleton a Sigler 2005). Mykorhizni schopnosti tohoto rodu jsou
zatim pfedmétem vyzkumu (Ohtaka a Narisawa 2008). Nekteré druhy tvofi
ektomykorhizu, nékteré tvoii erikoidni mykorhizu, nebo jsou jen endofytni (Grelet et al.
2010).
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1)  V diplomové praci jsem se zaméfila na diverzitu hub jehli¢natého
opadu horské smr¢iny poskozené kirovcem a jejich sukcesi béhem ttiletého
experimentu. Pro vyzkum jsem pouzila tradicni kultivaéni metodu na
agarovem médiu a molekularni metodu T-RFLP, ¢imz jsem chtéla sloucit

jejich vyhody k ziskani piesnéjsiho odhadu diverzity lokalit.

2)  Na studovanych lokalitach jsem zaznamenala charakteristické druhy
spojované se smrkovym opadem véetné druhii vzacnéjsich, souvisejicich
s danymi podminkami lokalit. Specifickym druhem byl v tomto ptipadé hlavné

druh Scleroconidioma sphagnicola.

3)  Sukcesni zmény houbového spolecenstva V Case byly dobfe patrné.
Primarnimi saprotrofy na smrkovém opadu byly napf. Thysanophora
penicillioides, Hormonema dematioides a Ceuthospora pinastri. Hlavnim
sekundarnim saprotrofem byl bazidiomycet Mycena galopus. Pfi pouziti obou
metod lze rozeznat jarni efekt na spoleCenstvo, které reaguje sniZzenim
diverzity. Kolisani diverzity béhem jednotlivych let je pravdépodobné zavislé

na mnoha faktorech.

4)  Vliv ruzné délky ktrovcové kalamity na diverzitu hub smrkového
opadu se prokédzal hlavné metodou T-RFLP. Kultivace odhalila pfi analyze
vSech odbért jen malé rozdily mezi lokalitami, ale tyto rozdily byly statisticky
prukazné. Zda se, ze lokality déle vystavené zménam podminek biotopu po
karovcové kalamité maji niz8i druhovou diverzitu nez lokality pozménéné
relativné kratce. Tento trend je vidét hlavné na zacatku poskozeni kontrolni

lokality, po 3 letech se uz spolecenstva lokalit vyrovnavaji.
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Priloha 1: Pi‘ehled kmenii izolovanych z jehlic Picea abies v opadovych saccich a jejich finalni uréeni do druhu nebo vyssi

taxonomické jednotky na zakladé nejbl

A4

iz8i po

dobné sekvence (ITS nebo LSU rDNA) v databazi GenBank (u rodu Trichoderma

s databazi TrichOKEY) a fenotypickych znakii. Neni-li uvedeno jinak, znadi ,,-“ nesekvenované kmeny z diivodu nadbyte¢nosti; acc.
number = pristupovy kéd sekvence z GenBanku.

Oddéleni Zygomycota
ITS rDNA LSU rDNA
kmen taxon acc. number | taxon % acc. number |taxon % fenotyp
ZK199 | Mucor hiemalis f. corticola AY243950.1 | Mucor hiemalis f. corticola 99% | AJ876782.1 | Mucor hiemalis 99% | Mucor hiemalis f. corticola
ZK233 | Mucor zonatus - - - - - - Mucor zonatus
ZK309 | Umbelopsis ramanniana EU715662.1 | Umbelopsis ramanniana 94% - - - Umbelopsisi ramanniana
ZK350 | Mortierella sp. HQ211549.1 | Uncultured Mortierella 97% - - - Mortierella sp.
Oddéleni Basidiomycota
ITS rDNA LSU rDNA
kmen taxon acc. number | taxon % acc. number | taxon % fenotyp
ZK239 | Mycena galopus - necitelna sekvence - HM?240534.1 | Mycena galopus 100% | bazidiomycet
ZK260 | Mycena sp. - necitelna sekvence - HM240534.1 | Mycena galopus 98% | bazidiomycet
ZK266 | Micromphale perforans AJ406586.1 | Micromphale perforans 99% | AJ406586.1 | Micromphale perforans 99% | Marasmius
ZK276 | Marasmius androsaceus - - - - - - Marasmius androsaceus
ZK310 [ Minimedusa sp. - necitelna sekvence - DQ915476.1 | Minimedusa polyspora 97% | bazidiomycet
ZK348 |Ischnodermabenzoinum FJ711053.1 Ischnoderma benzoinum 100% - - - bazidiomycet
ZK351 | Cantharellales sp. HQ433223.1 | Uncultured Basidiomycota 92% | HQ433160.1 | Uncultured Basidiomycota 95% | sterilni nardZovélé mycelium
ZK352 | Trametes versicolor GU731582.1 | Trametes versicolor 97% - - - bazidiomycet
ZK361 [ Mycena metata JF908412.1 Mycena metata 100% - - - bazidiomycet
ZK373 | Entomocorticium sp. FR837930.1 | Entomocorticium sp. 99% - - - sterilni svétlé mycelium
Oddéleni Ascomycota
ITS rDNA LSU rDNA
kmen taxon acc. number | taxon % acc. number | taxon % fenotyp

Cladosporium herbarum

Cladosporium herbarum




Oddéleni Ascomycota

ITS rDNA LSU rDNA

kmen taxon acc. number |taxon % acc. number | taxon % fenotyp

- Cladosporium cladosporoides - - - - - - Cladosporium cladosporoides
ZK148 | Cistella acuum FR667211 Cistella acuum 100% - - - Cistella acuum
ZK155 | Chalara holubovae EU040232.1 | Hyalodendriella betulae 97% - - - Chalara holubovae
ZK151 | Cylindrocarpon magnusianum AJ608955.1 | Cylindrocarpon magnusianum 100% - - - Cylindrocarpon magnusianum
ZK190 | Thysanophora penicillioides AF454086.1 | Thysanophora penicillioides 99% [ AF454086.1 | Thysanophora penicillioides | 100% | Thysanophora penicillioides
ZK191 [ Scleroconidioma sphagnicola AY805592.1 | Scleroconidioma sphagnicola 100% | HM122967.1 | Fungal sp. 100% | Scleroconidioma sphagnicola
ZK193 | Phacidiopycnis sp. 1 FR715996.1 | Phacidiopycnis sp. 100% | FR715996.1 | Phacidiopycnis sp. 99% | Phacidiopycnis sp. 1
ZK194 |[Hormonema dematioides GQ153122.1 | Dothideomycetes sp. 99% | DQ678058 Sydowia polyspora 99% | Hormonema dematioides

Uncultured Trichoderma

ZK195 | Trichoderma pleuroticola EU280071.1 | Trichoderma pleuroticola 99% | JF449619.1 | clone 99% | Trichoderma pleuroticola
ZK196 | Fusarium flocciferum - kratka sekvence - GQ505465.1 | Fusarium flocciferum 99% | Fusarium flocciferum
ZK197 | Epicoccum nigrum AF455403.1 | Epicoccum nigrum 100% | FM991735.1 | Epicoccum nigrum 99% | Epicoccum nigrum
ZK198 | Trichoderma viride FJ481123.1 | Trichoderma viride 100% - kontaminace - Trichoderma viride
ZK201 | Chalaralongipes FR667214.1 | Chalara longipes 99% - - - Chalara longipes
ZK204 | Chalara piceae-abietis FR667230.1 | Chalara piceae-abietis 100% | FR667878.1 | Chalara piceae-abietis 99% | Chalara piceae-abietis
ZK205 | Ceuthospora pinastri AB511811.1 | Leotiomycetes sp. 99% | EU046054.1 | uncultured Pezizomycotina 94% | Ceuthospora pinastri
ZK206 [ Cytosporasp. 1 FJ903284.1 Cytospora sp. 99% | AF408387.1 | Cytospora niveum 97% | Cytospora sp. 1
ZK208 | Trichoderma polysporum AM498498.1 | Hypocrea pachybasioides 100% | AY283550.1 | Trichoderma sp. 99% | Trichoderma polysporum
ZK211 | Varicosporium elodeae JF519227.1 Uncultured Gyoerffyella 99% | GQ152148.1 | Varicosporium elodeae 100% | Varicosporium elodeae
ZK212 | Phacidiopycnis sp. 2 EU754125.1 | Allantophoma endogenospora 100% | FR715996.1 | Phacidiopycnis sp. - Phacidiopycnis sp. 2
ZK217 | Botrytis cinerea HM849615.1 | Botryotinia fuckeliana 100% | AY544651.1 | Botryotinia fuckeliana 100% | Botrytis cinerea
ZK218 | Cistella sp. FR667211.1 | Cistella acuum 98% | FR667860.1 | Cistella acuum 99% | Cistella sp.
ZK234 | Herpotrichia juniperi FJ904485.1 Herpotrichia juniperi 99% - necitelna sekvence - sterilni ¢erny hyfomycet
ZK236 | Fusicladium sp. GU446639.1 | Fusicladium sp. 99% | AY352588.1 | Cladosporium nigrellum 99% | Fusicladium sp. 1
ZK237 | Trichoderma koningii AJ301990.1 | Hypocrea koningii 99% - necitelna sekvence - Trichoderma sp.
ZK249 | Rhinocladiella atrovirens - kontaminace DNA - - - - Rhinocladiella atrovirens
ZK263b | Chaetomium funicola - - - - - - Chaetomium funicola
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Oddéleni Ascomycota

ITS rDNA LSU rDNA
kmen taxon acc. number | taxon % acc. number | taxon % fenotyp
ZK267 | Chalara hyalocuspica EF093148.1 | Helotiales sp. 100% - necitelna sekvence - Chalara hyalocuspica
ZK282 | Clasterosporium sp. - - - - - - Clasterosporium sp.
ZK284 | Penicillium spinulosum FJ430767.1 Penicillium spinulosum 100% - - - Penicillium spinulosum
ZK285 | Phialocephala fortinii AY394921.1 | Phialocephala fortinii 99% - - - Phialocephala fortinii
ZK288 | Fusarium avenaceum FJ614645.1 Gibberella avenacea 100% - - - Fusarium avenaceum
Uncultured Ascomycota
ZK290 | Chalara cf. affinis FR846484.1 | Helotiales sp. 96% | HQ433125.1 | clone 99% | Chalara cf. affinis
ZK294 | Trichoderma longibrachiatum - - - - - - Trichoderma longibrachiatum
ZK297 | Lecythophora hoffmannii AY805566.1 | Lecythophora hoffmannii 100% - - - Lecythophora hoffmannii
ZK298 | Trichoderma atroviride HQ115671.1 | Trichoderma atroviride 100% - - - Trichoderma atroviride
ZK299 | Rhinocladiella sp. - kontaminace DNA - - - - Rhinocladiella sp.
ZK307 | Dothideomycetes sp. JQ760055.1 | Dothideomycetes sp. 90% - - - sterilni tmavé hnédy hyfomycet
ZK313 [ Penicillium canescens AF034463.1 | Penicillium canescens 100% - - - Penicillium canescens
ZK316 | Helotiales sp. 1 FN669230.1 | Meliniomyces sp. 96% - - - sterilni Sedivy hyfomycet
ZK317 | Trichoderma sp. DQO083020.1 | Trichoderma oblongisporum 99% - - - Trichoderma sp.
ZK321 |Leotiomycetes sp. FR846483 Leotiomycetes sp. 97% | HM044552.1 | Uncultured Helotiales 98% | sterilni hnédy hyfomycet
ZK326 | Rhytismataceae sp. FR837916.1 | Rhytismataceae sp. 99% - - - sterilni riZovo-bily askomycet
ZK334 |Lophodermium piceae FR837918.1 | Lophodermium piceae 99% - - - sterilni askomycet
bily hyfomycet s oranzovym
ZK341 | Sordariomycetes sp. JQ759832.1 | Sordariomycetes sp. 100% - - - pigmentem
ZK343 |Lachnum sp. HQ211775.1 | Uncultured Lachnum clone 98% - - - sterilni bilo-Zluté mycelium
ZK344 | Helotiales sp. 2 JF449506.1 | Uncultured Helotiales 99% - - - asi hyfomycet
ZK346 | Varicosporium sp. GQA477346.1 | Varicosporium trimosum 100% - - - sterilni biloSedy hyfomycet
ZK349 [ Phialocephala sp. EU434823.1 | Acephala sp. 97% | AY394921.1 | Phialocephala fortinii 99% | Phialocephala sp.
Verticillium fungicola var. Verticillium fungicola var.
ZK363 [ fungicola EF641880.1 | fungicola 100% - - - Verticillium sp.
ZK365 | Geniculosporium sp. - kontaminace DNA - - - - Geniculosporium sp.
ZK366 | Herpotrichia sp. FJ904498.1 Herpotrichia sp. 99% | FJ904498.1 Herpotrichia sp. 99% | sterilni tmavy hyfomycet




Oddéleni Ascomycota

ITS rDNA LSU rDNA
kmen taxon acc. number | taxon % acc. number | taxon % fenotyp
ZK374 | Fusarium sp. GU480951.1 | Fusarium sp. 93% | JF340258.1 Gibberella avenacea 99% | sterilni bily hyfomycet
ZK376 | Infundichalara microchona FR667221.1 | Chalara sp. 98% | FR667221.1 | Chalara sp. 97% | sterilni hnédoSedy hyfomycet
ZK380 | Helotiales sp. 3 JF449673.1 | Uncultured Leotiomycetes 96% - - - sterilni hnédosedy hyfomycet
ZK381 [Hypocreales sp. AB027368.1 | Elaphocordyceps inegoensis 97% - - - Acremonium sp.




Priloha 2: Fylogeneticky strom sekvenci ITS rDNA izolovanych kmenii z oddéleni
Basidiomycota, vytvoireny metodou Neighbor-joining. Strom je doplnény sekvencemi
z GenBanku, vlastni kmeny jsou zvyraznény tu¢né. Nékteré kmeny byly z analyzy

vylouceny.

JF908484.1 Mycena galopus

8
HM240534.1 Mycena galopus

70 ZK362 Mycena galopus

’7 FN394624.1 Mycena rubromarginata
HQ604768.1 Mycena haematopus
89 JF908410.1 Mycena filopes
JF908402.1 Mycena arcangeliana

75 JF908412.1 Mycena metata

so|eoleby

99]7K361 Mycena cf. metata

85 JF908403.1 Mycena pura

GU234007.1 Marasmius androsaceus*

93 [

r\; AF505780.1 Micromphale foetidum
TJi ZK266 Micromphale perforans
’7 EF155503.1 Marasmius alliaceus
AY854076.1 Marasmius alliaceus

AY787677.2 Peniophora cinerea

T ZK373 Entomocorticium sp.

100
82

QAY672920.1 Entomocorticium dendroctoni

90/DQ118419.1 Entomocorticium dendroctoni

soje|nssny

X70023.1 Heterobasidion annosum

GQ303278.1 Minimedusa obcoronata

86
97 L zK3sicantharellales sp.

7 L )Q912675.1 Sistotrema brinkmannii

JQ692287.1 Thanatephorus cucumeris

FJ711053.1 Ischnoderma benzoinum

I8 100 ‘ZK348Ischnodermabenzoinum

L GU731564.1 Ischnoderma resinosum
l—t

5 DQ491405.1 Fomitopsis pinicola

JN645093.1 Trametes ochracea

sajedodAjod

100 JF437649.1 Trametes versicolor

76 ZK352 Trametes versicolor

AF135431.1 Ustilago maydis

*Z kmene ZK267 Marasmius androsaceus nebyla izolovana DNA, na misto ni je vloZena sekvence z Genbanku.
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Priloha 3: Fylogeneticky strom sekvenci ITS rDNA izolovanych kmeni z oddéleni
Ascomycota, vytvoreny metodou Neighbor-joining. Strom je doplnény sekvencemi
z GenBanku, vlastni kmeny jsou zvyraznény tu¢né. Z kmenu s * nebyla izolovana
DNA, na misto ni je vloZena sekvence z Genbanku. Nékteré kmeny byly z analyzy

vylouceny.

92~ ZK208 Trichoderma polysporum
ZK273 Trichoderma parapilulifera
ZK317 Trichoderma sp.

ZK195 Trichoderma pleuroticola

FJ412090.1 Trichoderma longibrachiatum*
ZK198 Trichoderma viride

ZK298 Trichoderma atroviride

ZK237 Trichoderma koningii

ZK363 Verticillium fungicola var. fungicola
ZK381 Hypocreales sp. Sordariomycetes
AY245643.1 Tolypocladium inflatum
ZK341 Sordariomycetes sp.

U85536.1 Fusarium flocciferum*
ZK374 Fusarium sp.
99!ZK288 Fusarium avenaceum
HMO036585.1 Chaetomium funicola*
ZK151 Cylindrocarpon magnusianum
FJ903321.1 Hypoxylon serpens
AY347336.1 Valsa abietis

ZK329 Cytospora sp. 2

92-ZK206 Cytospora sp. 1

AY251074.2 Cladosporium cladosporioides* .
— P b Dothideomycetes

AF222829.1 Cladosporium herbarum*

ZK190 Thysanophora penicillioides
87 ZK284 Penicillium spinulosum Eurotiomycetes
53

ZK313 Penicillium canescens

|——7K334 Lophodermium piceae
94 ZK211 Varicosporium elodeae

90| LZzK346 varicosporium sp.
54 GQ411291.1 Articulospora tetracladia

[ZK349 Phialocephala sp.

99 ZK285 Phialocephala fortinii

ZK316 Helotiales sp. 1
U72260.1 Gremmeniella abietina

771~ ZK376 Infundichalara microchona

ZK267 Chalara hyalocuspica

ZK201 Chalara longipes

96'ZK204 Chalara piceae-abietis .

ZK148 Cistellpa acuum LEOtlomyCEtes

99-27K218 Cistella sp.

ZK 380 Helotiales sp. 3

|_72K343 Lachnum sp.
ZK321 Leotiomycetes sp.

ZK290 Chalara cf. afinis

ZK344 Helotiales sp. 2
ZK217 Botrytis cinerea

ZK326 Rhytismataceae sp.
ZK193 Phacidiopycnis sp. 1

71— ZK205 Ceuthospora pinastri
ZK307 Dothideomycetes sp.

L] 10% ZK197 Epicoccum nigrum

FJ427022.1 Phoma herbarum
92| ZK371 Herpotrichia sp.
ﬂ:{ZKZEA Herpotrichia juniperi DOthideomycetES
95'HM853976.1 Herpotrichia juniperi
FR837927.1 Rhizosphaera kalkhoffii

ﬁEZKlM Hormonema dematioides

81-7K191 Scleroconidioma sphagnicola

AF270935.1 Pichia membranifaciens




Priloha 4: Tabulka primérnych ¢etnosti izolovanych taxoni na kiirovcovych (B) a kontrolnich (C) lokalitach podle délky umisténi
opadovych sacku v terénu (0, 1, 8, 13, 20, 25, 37 mésici). Tabulka obsahuje dale ¢etnosti sterilnich jehlic a celkovy pocet taxonii na
kiirovcovych a kontrolnich lokalitach. Sedivé je vyznaeno pét nejéetnéjsich taxonii pro danou lokalitu a &as.

inicialni 1. mésic 8. mésic 13. mésic 20. mésic 25. mésic 37. mésic
vzorky | lokalita B | lokalita C | lokalita B | lokalita C | lokalita B | lokalita C | lokalita B | lokalita C | lokalita B | lokalita C | lokalita B | lokalita C
sterilni jehlice 6,0%| 201%| 006%| 433%| 1000%| 1767%| 24,67%| 51.67%| 4633w | 7333%| 74,33%| 82,33% | 83,00%
s, |izolované taxony
}'Z; Mucor hiemalis f. corticola 1,00% | 267%| 200%| 033%| 000%| 1,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
E | Mortierella sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 033%| 000%| 000%
9 | Mucor zonatus 0,00%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 000%
™ | Umbelopsis ramanniana 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%
Cantharellales sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
Entomocorticium sp. 0,00%| 000%| 033%] 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 033%
5 |lschnoderma benzoinum 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
& | Marasmius androsaceus 0,00%| 000%| 000%| 167%| 067%| 033%| 200%| 067%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%
£ | Micromphale perforans 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
8 | Minimedusa sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%] 000%| 000%
& | Mycena galopus 0,00% | 0,00%|  0,00%
Mycena metata 0,00%| 000%| 000%| 000%| 0,00% 0,00%|  0,00% 0,00%| 0,67%| 0,00%
Mycena sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 0,00% 0,00% |  0,00% 0,00%| 000%| 0,00%
Trametes versicolor 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
Botrytis cinerea 0,00% | 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Ceuthospora pinastri 3,67% 1,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00%
Cistella acuum 0,00%| 033%| 100%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Cistella sp. 0,00%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Cladosporium cladosporoides 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 033%] 000%| 000%| 000%| 000%
Cladosporium herbarum 0,00%| 000%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%] 000%| 000%| 000%| 000%
Clasterosporium sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Cylindrocarpon magnusianum 0,00% | 067%| 0,00% 0,00%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Cytospora sp. 1 1,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 000%
Dothideomycetes sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%] 000%| 000%| 000%| 000%
Epicoccum nigrum 0,00%| 033%| 033%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Fusarium avenaceum 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Fusarium flocciferum 0,00%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 000%
Fusarium sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%
Fusicladium sp. 0,00%| 000%| 000%| 067% 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Geniculosporium sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 033%] 000%
Helotiales sp. 1 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,33% 0,00% |  0,33%
Helotiales sp. 2 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
Helotiales sp. 3 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%
Herpotrichia juniperi 0,00%| 000%| 000%| 100%| 033%| 000%| 000%| 000%] 0,00% 0,67%| 000%| 0,00%
Herpotrichia sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
Hormonema dematioides 0,33%| 000%| 033%| 000%| 033%] 0,00%
Hypocreales sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 0,00%
Chaetomium funicola 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Chalara cf. affinis 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 033%| 033%| 000%| 1,00%| 000%
Chalara holubovae 0,00%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 000%
> | Chalara hyalocuspica 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 167%| 000%] 000%] 0,33%
g | Chalara longipes 067%| 000%| 233%| 500%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
E | Chalara piceae-abietis 2,00% 0,00%| 000%| 000%| 000%| 367%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
% | Infundichalara microchona 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 000%| 000%| 033%
® [ Lachnum sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
Lecythophora hoffmannii 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000% 0,33%| 000%| 067%| 000%| 0,00%
Leotiomycetes sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%] 000%| 033%] 000%| 000%
Lophodermium piceae 0,00% | 000%| 000%| 067%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Penicillium canescens 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 067%| 000%| 000%
Penicillium spinulosum 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Phacidiopycnis sp. 1 1,00%| 067%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Phacidiopycnis sp. 2 0,00%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Phialocephala fortinii 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
Phialocephala sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%
Rhinocladiella atrovirens 0,00% | 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 0,00% 0,67%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
Rhinocladiella sp. 0,00% | 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00% 1,00%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
Rhytismataceae sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%| 033%| 0,00%| 0,00%
Scleroconidioma sphagnicola
Sordariomycetes sp. 0,00% | 0,00%| 0,00% 0,00%| 033%]| 0,00%| 0,00%
Thysanophora penicillioides 2,00% 5,67% 0,33% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00%
Trichoderma atroviride 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%
Trichoderma koningii 0,00% | 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 067%| 000%| 000%| 000%| 000%
Trichoderma longibrachiatum 0,00% | 000%| 000%| 000%| 0,00% 0,00%| 067%| 000%| 000%| 000%| 0,00%
Trichoderma parapilulifera 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 167%| 033%| 100%| 1,00%| 000%| 000%| 000%| 033%
Trichoderma pleuroticola 400% | 200%| 433%| 100%| 1,33%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Trichoderma polysporum 0,00% | 1,00%| 000%| 2,00%| 0,33%
Trichoderma sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 0,00% 0,00% |  0,00%
Trichoderma viride 1,00%| 200%| 000%| 100%| 000%| 000%| 000%| 000%| 067%| 067%| 067%| 000%| 000%
Varicosporium elodeae 0,00% | 067%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%
Varicosporium sp. 0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%| 000%| 000%
Verticillium fungicola var. fungicola| 0,000 |  0,00%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 000%| 033%] 000%
poéet taxonii 11 18 13 20 12 16 16 13 15 14 22 11 13




Priloha 5: Tabulka primérnych ¢etnosti ziskanych fragmenti (v %0) metodou T-RFLP na kiirovcovych (B) a kontrolnich (C) lokalitach
podle délky umisténi opadovych sacki v terénu (0, 1, 8, 13, 20, 25, 37 mésici). Tabulka obsahuje dale celkovy pocet ziskanych fragmenti

na kirovcovych a kontrolnich lokalitach. Sedivé jsou vyzna¢eny hodnoty nad 10 %o.

inicialni 1. mésic 8. mésic 13. mésic 20. mésic 25. mésic 37. mésic
ziskané vzorky lokalita B | lokalitaC [lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalita C
fragmenty

71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82

73 4,11 0,00 0,00 0,00 5,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,00 0,00 0,00

74 260,21 198,47 33,53 81,07 89,40 5,08 6,16 7,86 0,85 7,42 1,73 12,72 9,12

76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 24,04

80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,27

81 0,00 0,00 7,28 0,00 0,00 0,00 20,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,15

82 0,00 1,22 9,69 0,64 0,00 4,66 36,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

83 2,33 0,00 5,17 0,00 0,00 0,00 11,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,57

88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,20

91 4,78 9,38 2,53 15,66 2,57 23,03 11,27 6,61 0,79 4,31 5,12 0,00 0,00

95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,60

99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,72
101 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 12,64 0,00 0,71 0,00 0,00 0,00 0,36 3,06
102 0,00 0,00 4,10 0,00 0,00 9,00 12,21 13,25 0,45 4,49 5,10 0,00 0,00
104 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,63 0,36
105 0,00 0,00 9,10 0,00 2,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
106 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 56,60 0,00
107 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,87 0,00 8,20 130,42 5,94 6,72 238,49 226,10
108 1,62 11,40 73,57 21,56 28,08 321,03 237,56 479,41 210,19 264,67 167,35 0,00 0,00
109 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 30,42 0,00 99,00 4,62 14,32 4,07
110 0,00 0,00 20,91 0,00 0,00 0,00 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 1,81
111 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,68 0,00 3,30 1,24 0,00 0,00
114 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,28 2,61
115 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
116 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 15,67 21,88
117 0,00 0,00 1,77 0,00 4,68 8,77 7,78 2,19 37,61 22,40 9,85 0,00 0,00
118 0,00 0,70 0,00 12,07 9,56 31,88 2,01 12,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
126 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,06
128 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,98
132 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 131,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
133 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 57,30 0,00 13,18 0,00 3,96 0,00 0,00 0,00
136 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,62 0,00 0,93 0,00 23,49 0,40 5,22 0,00
138 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,06 7,29
143 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,21 1,23
144 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,62 0,00 14,59 1,77 0,00 0,00
152 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,53
155 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 1,93
158 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,41
193 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
195 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,45
218 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,20 1,77
222 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,64
224 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00
225 22,47 1,40 2,38 1,03 7,46 0,00 0,40 6,32 0,86 6,33 8,99 0,00 0,00
226 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,34 0,00 0,00 12,49 10,09
227 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,65 0,77
228 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,39 0,80 0,00 0,00
231 0,00 0,00 2,02 0,00 0,00 0,00 1,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
232 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
239 13,76 0,00 4,55 0,00 6,04 0,00 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
240 0,00 0,00 0,00 0,00 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
255 0,00 0,00 1,54 0,00 1,29 0,00 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
257 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00
260 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,18 0,00 0,00 0,00
262 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,10 0,00
282 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,48 0,00
288 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
290 0,00 0,00 5,94 0,00 1,56 5,09 9,90 5,28 5,63 0,00 0,00 0,00 0,00
291 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,07 0,00 3,46 0,34 2,13 7,63
294 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,07 0,00
297 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,70 5,56
314 0,00 0,00 0,00 0,00 3,29 0,00 3,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
320 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,71
324 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00
325 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,94 0,00
330 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,99
331 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,85
336 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,99 5,18
341 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,30 2,58
342 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 19,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
343 30,47 0,00 5,21 0,00 0,00 0,00 2,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
344 3,04 0,00 0,00 0,00 1,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
345 206,82 213,05 182,72 47,01 187,39 2,14 67,17 0,00 9,42 1,36 0,00 0,00 0,00
346 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 3,39
348 7,14 0,00 9,05 0,00 1,37 0,00 0,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
350 3,61 0,00 13,20 0,00 0,00 0,00 1,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
354 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,69 0,00 0,00 0,00
356 8,19 0,00 9,67 0,00 0,00 0,00 1,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
358 0,00 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,09 0,56 0,00 2,33
359 2,40 0,00 3,26 0,00 0,65 0,00 9,47 0,00 0,00 0,00 0,00 15,60 51,75




Priloha 5: Pokrac¢ovani

inicialni 1. mésic 8. mésic 13. mésic 20. mésic 25. mésic 37. mésic
ziskané vZOorky | |okalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC |lokalitaB |lokalitaC
fragmenty
360 0,00 0,00 13,21 0,00 0,57 0,00 1,63 0,00 0,00 0,00 0,00 5,46 13,74
361 3,98 0,00 3,33 0,00 5,22 1,84 22,65 0,00 0,56 7,18 2,80 0,00 0,00
362 0,00 0,00 1,11 0,00 4,40 0,80 42,72 3,33 23,35 47,60 40,46 9,28 10,09
363 40,91 0,00 34,43 0,00 5,98 0,00 17,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
364 0,00 4,32 0,00 0,00 0,00 55,18 0,00 82,71 21,62 150,86 157,74 0,00 0,00
365 69,84 68,78 82,14 75,41 72,06 15,50 8,82 5,20 0,00 19,30 0,00 80,15 83,11
366 0,00 2,31 0,00 2,59 0,00 0,60 0,00 35,97 16,71 123,35 87,09 142,73 161,00
367 60,22 24,05 21,69 10,48 28,79 14,57 9,64 21,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
369 2,68 0,00 3,22 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,97
370 1,96 0,00 7,37 0,00 5,03 0,00 2,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
371 0,00 11,10 0,00 1,68 1,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
372 2,89 7,23 23,94 0,00 2,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,23 3,40
374 13,39 30,00 36,83 0,00 2,09 0,00 3,62 0,00 0,00 3,50 1,05 3,81 2,96
375 22,54 55,17 77,97 2,39 2,94 0,00 7,55 0,00 0,00 0,00 1,11 0,00 0,00
376 52,03 157,52 92,08 0,00 0,00 0,00 6,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
377 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,27
378 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
380 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,58 4,48
382 0,00 0,00 8,43 0,00 0,00 0,00 1,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
383 2,17 0,00 14,82 0,00 1,73 0,00 2,29 0,00 2,62 0,00 58,51 0,00 0,00
384 145,35 175,78 126,09 204,33 151,93 124,03 84,94 29,56 9,48 26,11 0,00 6,91 12,72
385 1,89 4,52 10,93 380,76 321,54 152,79 82,91 86,96 208,25 59,81 289,86 0,00 0,00
386 9,11 13,24 9,06 58,02 27,28 30,62 22,76 19,97 93,01 16,83 22,50 3,95 15,63
388 0,00 0,00 2,86 0,00 6,37 0,00 17,66 2,68 33,62 0,00 0,00 0,00 0,00
389 0,00 2,69 0,94 49,65 1,13 22,16 0,00 6,14 0,00 13,46 26,90 5,03 26,70
391 0,00 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,82 0,39 0,00 0,00
394 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,42 0,00 0,36 1,89
395 0,00 0,00 10,10 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
398 0,00 0,00 5,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 67,24 39,41
403 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 79,48 0,00
404 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 23,53 0,00 0,00 0,00 0,00 10,07 0,00
406 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,01 7,95
407 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,46 6,64
417 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
420 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,17 9,62
421 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 20,83 45,02
438 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,28
440 0,00 0,00 3,69 0,00 0,00 0,00 8,61 0,00 0,00 0,00 0,00 12,41 7,93
441 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00 0,00 9,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
448 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,14
pocet
fragmentd 28 22 46 17 34 31 50 28 20 32 25 47 59




Priloha 6: Délky fragmentu ziskanych virtualnim stépenim ITS rDNA vybranych
druhi hub enzymem NIlallIl. Tuéné je ozna¢en kmen vybrany z kultivace jehlic,
eventuelné vybrany druh z GenBanku a pod nim jsou slabé oznaeny druhy

s podobnou sekvenci pouZité k doplnéni chybéjicich konci $tépené sekvence.

U nékolika druhi je pridana realna délka fragmentu vznikajicich pri T-RFLP.

misto Stépu od primeru ITS1F

virtualné T-RFLP

druh houby hlavni pik vedlejSi piky
ZK217 Botrytis cinerea 79 - -
gb|GU055551.1| uncultured Botryotinia clone 79 - -

ZK207 Ceuthospora pinastri 79 74 224
ZK?205 Ceuthospora pinastri 79 - -
dbj|AB511811.1| Leotiomycetes sp. 78 - -

ZK?218 Cistella sp. 366 - -
gb|EF434019.1| uncultured fungus 368 - -

ZK151 Cylindrocarpon magnusianum 343 337 238
ZK373 Entomocorticium sp. 227 - -
gb|DQ118419.1| Entomocorticium dendroctoni 227 - -
emb|FR837930.1] Entomocorticium sp. 87 - -

ZK197 Epicoccum nigrum 109 - -
|GU566259.1| Epicoccum nigrum 109 - -
gb|DQ491405.1| Fomitopsis pinicola 115 - -
gb|HM037940.1] Fusarium tricinctum 322 - -

ZK?236 Fusicladium sp.

nenalezen Usek ITS1F

ZK381 Hypocreales sp. 381 - -
gb|AY245643.1| Tolypocladium inflatum 367 - -
ZK316 Helotiales sp. 1 369 - -
gbJAY394885.1| Meliniomyces bicolor 371 - -
emb|FA669230.1] Meliniomyces sp. 371 - -

ZK234 Herpotrichi juniperi

nenalezen Usek ITS1F

ZK194 Hormonema dematioides 87 83104, 370, 386, 385
gb|GQ153122.1| Dothideomycetes sp. 85 - -

ZK?267 Chalara hyalocuspica 365 - -

ZK261 Chalara longipes 365 74 224
ZK?201 Chalara longipes 365 365 224
ZK204 Chalara piceae-abietis 366 365 226
gb|EU040232.1| Hyalodendriella betulae 367 - -

ZK348 Ischnoderma benzoinum 110 - -
gb|FJ711053.1] Ischnoderma benzoinum 110 - -
gb|FR837918.1| Lophodermium piceae 349 - -
gh|GQ303278.1] Minimedusa obcoronata bez Stépu - -

gb| GU234007.1] Marasmius androsaceus 118 - -

ZK266 Micromphale perforans 117 - -
gbJAF505780.1] Micromphale foetidum 449 - -

ZK199 Mucor hiemalis f. corticola bez Stépu | bez $tépu

gb|AY243950.1] Mucor hiemalis f. corticola bez Stépu - -

emb]AM901686.1| Mucor sp.

bez Stépu




Priloha 6: Pokracovani

misto Stépu od primeru ITS1F

virtualné T-RFLP

Druh houby hlavni pik | vedlejSi piky
ZK362 Mycena galopus 110 107 | 290,103,231,232
gbh|JF908402.1| Mycena arcangeliana 111 - -
gb|JF908410.1| Mycena filopes 109 - -
gb|HM240534.1] Mycena galopus 110 - -
gb|JF908484.1] Mycena galopus 111 - -
gb|HQ604768.1] Mycena haematopus 110 - -
gbh|JF908412.1| Mycena metata 111 - -
gb|JF908403.1] Mycena pura 103 - -

ZK193 Phacidiopycnis sp. 1 78 - -
gb|AY561208.1| Foliar endophyte of Picea glauca 79 - -
gbJAY163558.1| Rhinocladiella atrovirens 395 - -
emb|AM884745.1| Rhizosphaera macrospora 385 - -
gbJAY183366.1] Rhizosphaera kalkhoffii 385 - -

ZK191 Scleroconidioma sphagnicola 385 384 240
gb]AY220610.1| Scleroconidioma sphagnicola 385 - -

ZK190 Thysanophora penicillioides 348 345 238
gb|AB175250.1| Thysanophora penicillioides 346 - -

ZK352 Trametes versicolor 109 - -
gb|JF437649.1| Trametes versicolor 109 - -

ZK?237 Trichoderma koningii 391 - -
gb|FJ430783.1| Hypocrea koningii 391 - -

ZK?294 Trichoderma longibrachiatum 166 - -

ZK273 Trichoderma parapilulifera 135 132 241
gb|FJ860799.1| Hypocrea parapilulifera 135 - -

ZK195 Trichoderma pleuroticola 409 - -
[EU280071.1| Trichoderma pleuroticola 408 - -

ZK?208 Trichoderma polysporum 135 132 243
ZK198 Trichoderma viride 390 - -
gb|FJ481123.1| Trichoderma viride 390 - -

ZK?211 Varicosporium elodeae 365 - -
gb|EU998923.1| Articulospora tetracladia 79 - -
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