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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem arbuskularné mykorhizni (AM) symbidzy
na rist vybranych rostlin na lokalité v Ceském stiedohoii zajimavé tésnym sousedstvim
polopfirozeného suchého travniku a pole opusténého v 90. letech 20. stoleti. Toto
uspofadani je charakteristické pro mozaiku biotopti v regionu. Prace vychdzi
z ptedchozich poznatkii, Ze nckteré druhy rostlin, které se bézné vyskytuji
na polopfirozenych suchych travnicich, nekolonizuji opusténa pole. Vhledem k
vyznamu AM symbidzy pro diverzitu a produktivitu rostlinnych spolecenstev byla
vznesena hypotéza, ze by za tento jev mohly byt zodpovédné zmény ve spoleCenstvu
AM hub opusténého pole.

Tato hypotéza byla testovana ve sklenikovém nadobovém experimentu s tfemi
taxonomicky ptibuznymi pary rostlin, kde vzdy jeden rostlinny druh nebyl schopen
kolonizovat opusténé pole a druhy tento biotop kolonizoval. Byl sledovan riist a piijem
fosforu rostlinami v ptidé z obou biotopl pifi kiizové inokulaci spolecenstvy AM hub
z téchto biotopt. Experiment byl doplnén o popis spolecenstev AM hub v kotfenech Sesti
part rostlin z lokality pomoci analyzy polymorfismu délek termindlnich restrikénich
fragmentt (T-RFLP).

Sklenikovy experiment ukazal, ze a¢ vSechny testované rostliny vykazovaly
pozitivni odpovéd’ na mykorhizu, ptivod inokula nemél na rast rostlin podstatny vliv.
Rostliny 1épe rostly v ptid€ ze suchého travniku, avSak mykorhizni odpovéd’ rostlin byla
vyrazn€j$i v pudé z opusténé¢ho pole. Mykorhizni odpoveéd’ rostlin zavisela na jejich
taxonomické prislusnosti, rostlinné druhy obou ekologickych skupin se v mykorhizni
odpovédi konzistentné neliSily. Slozeni spolecenstev AM hub na lokalité bylo ovlivnéno
biotopem spise nez rostlinnym druhem, pfi¢emz na opusténém poli byla zaznamenana
vy$$i druhova bohatost AM hub 1 vyssi frekvence jednotlivych druhii v kofenovych
systémech.

AM symbidza tedy pravdépodobné nema piili§ velky vliv na schopnost rostlin
kolonizovat opusténé pole. Ze slozeni spolecenstev AM hub je patrné, Ze na tomto
biotopu doslo k jejich pifirozené obnové po predchozim intenzivnim zemédélském

vyuzivani.

KLICOVA SLOVA: arbuskularni mykorhizni symbi6za, arbuskularné mykorhizni
houby, opusténé pole, mykorhizni ristova odpovéd, T-RFLP



ABSTRACT

The thesis deals with the effect of arbuscular mycorrhiza (AM) on the growth of
selected plant species at a locality in Ceské stiedohoii. This locality is characterized by
close neighborhood of a semi-natural dry grassland and a former field abandonned
in the 1990s, typical for the mosaic of biotopes in the region. The study is based
on previous findings that some plant species, which are common at the semi-natural dry
grasslands, do not colonize the abandoned fields. As AM is an important factor
affecting diversity and productivity of plant communities we hypothesized that this
phenomenon could be related to changes in AM fungal communities at the abandoned
field.

The hyphothesis was tested in a greenhouse pot experiment with three
taxonomically related pairs of plant species, always one species growing at the
abandoned field and the second one not. Growth and phosphorus uptake of the plants
was followed in soils of both biotopes after factorial inoculation with AM fungal
communities from both biotopes. The experiment was complemented by description of
AM fungal communities in the roots of six plant species pairs from the locality using
terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP).

The greenhouse experiment revealed positive mycorrhizal response in all plant
species, but the origin of inoculum did not have any substantial effect. Plants grew
better in the soil from the dry grassland, but mycorrhizal response was more pronounced
in the soil from the abandoned field. The mycorrhizal response of a plant species
depended on taxonomic group, plants of the two ecological groups did not consistently
differ in mycorrhizal response. The composition of AM fungal communities was
affected rather by biotope than by plant species. Root samples from the abandoned field
had higher diversity and frequency of AM fungal taxa.

Thus, AM symbiosis probably does not influence the ability of plants to colonize
the abandoned field. The composition of AM fungal communities at this biotope

indicates their restoration after previous intensive agricultural practice.

KEY WORDS: arbuscular mycorrhizal symbiosis, arbuscular mycorrhizal fungi,

abandoned field, mycorrhizal growth response, T-RFLP



POUZITE ZKRATKY:

AM symbidza — arbuskularni mykorhizni symbidza (arbuscular mycorrhizal symbiosis)
AM houby — arbuskularné mykorhizni houby (arbuscular mycorrhizal fungi)

CCA — kanonicka korespondenc¢ni analyza (canonical correspondence analysis)

DCA — detrendovand korespondencni analyza (detrended correspondence analysis)

MR — mykorhizni odpovéd’ (mycorrhizal response)

OTU — operacni taxonomicka jednotka (operational taxonomic unit)

T-RFLP — polymorfismus délek terminalnich restrikénich fragmenti (terminal
restriction fragment length polymorphism)

TRF — termindlni restrikéni fragment (terminal restriction fragment)
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1. OVOD:

Na pocatku 20. stoleti nastal velky tlak na vytvareni novych zemédélskych ploch.
Krajina byla ménéna a zpolopfirozenych stanovist se stdvala stanovisté
obhospodaiovana. Od 50. let dvacatého stoleti pak probihal proces scelovani ploch a
intenzifikace zeméd¢€lstvi. Se socioekonomickou zménou 90. let pak byla ¢ast
intenzivné obdélavanych poli opusténa, zacala lezet ladem a byla ponechéna sekundarni
sukcesi. AC jiz dvacet let neobdélavané, tyto biotopy se stale vyznacuji nizsi
biodiverzitou neZ biotopy bez této historie intenzivniho obdélavani.

Opusténa pole mohou mit v disledku obhospodafovani zménéné abiotické
podminky. Ty mohou ovlivilovat nejen rostlinnd spolecenstva, ale i1 spoleCenstva
mikrobialni. Vyznamnou slozkou mikrobialnich spolecenstev jsou bézné se vyskytujici
arbuskularné mykorhizni (AM) houby, které s rostlinami tvoti arbuskularni mykorhizni
symbiozu. Rostliny mohou mit prospéch ze symbiotického vztahu v podob¢ Zivin, které
ziskavaji od AM hub a naopak houbdm poskytuji uhlik z fotosyntézy. Ptestoze je tento
vztah povazovan za hostitelsky nespecifickou interakei, bylo zjiSténo, Ze druhova
bohatost a identita AM hub je dtlezita pro rist rostlin a sloZeni rostlinnych spolecenstev
(van der Heijden ef al., 1998).

V Ceském stfedohofi jsou opusténd pole vyznamnym krajinnym prvkem. Nachazi
se zde 1 naSe studovand lokalita, kterd se vyznacuje tim, Ze k opusténému poli tésné
ptiléhd polopiirozeny suchy travnik. Rostlinnd diverzita opusténé¢ho pole je niz$i a
nekteré druhy rostlin, které se bézn€ vyskytuji na suchém travniku, opusténé pole
nekolonizuji (Chylova & Miienzbergova, 2008; Knappova ef al., 2012). Opusténé pole
muize mit v disledku pfedchoziho intenzivniho obhospodafovani také odliSné ¢i méné
bohaté spoleCenstvo AM hub neZ je tomu na vedlejSim polopfirozeném suchém
travniku, coz by mohlo ovliviiovat schopnost rostlin kolonizovat tento biotop.

Cilem této prace je podpofit nebo vyvratit hypotézu, Ze spolecenstva AM hub se
1181 mezi obéma biotopy a nékteré druhy rostlin se neSifi na opusténé pole prave

z diivodu zmén ve spoleCenstvu AM hub.



Hypotéza:
Nekteré rostlinné druhy ze suchého travniku nekolonizuji opusténé pole z diivodu

odlisného spolecenstva AM hub.

Hlavni cil:
Zjistit, zda AM symbidza miize ovlivilovat kolonizaci opuSténé¢ho pole nckterymi

rostlinnymi druhy.

Dil¢i otazky:

1. Lisi se rostlinné druhy schopné kolonizovat opusténé pole v zavislosti na AM

symbioze od druhii, které opusténé pole nekolonizuji?
2. Lisi se mykorhizni odpovéd’ téchto rostlinnych druhit v piidé ze suchého travniku a
z opusténého pole, a zavisi na tom, zda je mykorhiza tvorena spolecenstvem AM hub

z jednoho ¢i druhého biotopu?

3. Lisi se slozeni spolecenstev AM hub ze suchého travniku a z opusténého pole?
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2. LITERARNI PREHLED:

2.1. Mykorhizni symbidza

Mykorhizni symbidza (téz mykorhiza), vztah mezi kofeny rostlin a houbovymi
symbionty, je jednou znejstarSich a nejrozSifenéjSich symbiéz na Zemi, ktera se
objevila jiz pfed 420 miliony let pii pfechodu rostlin na sous. V soucasnosti tvoii
nékterou z jejich forem témet 90 % cévnatych rostlin. Obecny vztah mezi rostlinou a
houbovym symbiontem funguje na zéklad¢ principu ,,vyménného obchodu®. Rostlina
poskytuje houbé¢ organicky uhlik pivodem z fotosyntézy a naopak houba dodava
rostling mineralni Ziviny zpudy. Ctyfmi nejb&Zné&j$imi typy mykorhizy jsou
arbuskularni mykorhiza, ektomykorhiza, erikoidni mykorhiza a orchideoidni mykorhiza.
Jednotlivé typy mykorhizni symbidzy se rozliSuji podle hub, které ji tvofi, a struktur,
které vytvaieji uvniti ¢i vné koteni rostlin (Obr. 1). Tato diplomova prace je zamétena

na arbuskularni mykorhizni symbidzu.

Ectomycorrhizae /;}
Y
External hyphae \\ '|/ !\ '-Ii E ,l/
\ ) ]l
AT ‘}_‘y
Sheath \ [‘ 'A-‘. :gg.%) . VA endomycorrhizae
NPT T34, My

» ,/""\

K ]
Q . _ ,
0 \0}"'.. ~ :""9‘.\0&% N
N g -;":""’ “%r ‘_E‘ sl -
ROSC L ) -
(=3

Ericoid endomyconhizae \

Obr. 1: Schematické zobrazeni jednotlivych typl mykorhizni
symbidzy na rezu korene se strukturami, které houby tvofi
uvnitr i vné korene (prevzato z Selosse & Le Tacon (1998)).
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2.1.1. Arbuskularni mykorhizni symbidza

Arbuskuldrni mykorhizni (AM) symbidza, téz arbuskularni mykorhiza
je nejbéznéjSim a nejpivodnéjSim typem mykorhizni symbidzy. Vyskytuje se u témét
80 % druhii cévnatych rostlin (Smith & Read, 1997). AM symbidza tvoii arbuskularné
mykorhizni (AM) houby z deseti ¢eleni kmene Glomeromycota (Obr. 2), které byly
diive fazeny do kmene Zygomycota. Celkem bylo popsano jen asi 250 druhit AM hub
(http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/), které jsou povazovany za hostitelsky
nespecifické, protoZe kolonizuji Siroké spektrum rostlinnych hostitell (Smith & Read,

1997).

100~ Acaulospora cavernata BEG33 epitype (consensus 1) iversi: rale
100 Acaulospora sieverdingii WUM18 (consensus 2) Diversisporales
Acaulospora spinosa W3574 ex-type (consensus 3)
Acaulospora laevis AU211 (consensus 4)
Acaulospora brasiliensis (consensus 5)
Acaulospora lacunosa BEG78 (consensus 6)
99 Diversispora spurca ex-type (consensus 7)
Diversispora aurantia ex-type (consensus 8)
Diversispora celata BEG231 ex-type (consensus 9) Diversisporaceae
Diversispora eburnea AZ420A ex-type (consensus 10)
Diversispora epigaea BEG47 ex-type (consensus 11)
100r Scutellospora heterogama BEG35 (consensus 12)
Scutellospora heterogama FL225 (consensus 13)
Gigaspora sp. W2992/field collected (consensus 14)
100| ' Gigaspora rosea DAOM194757 (consensus 15) Gigasporaceae
Scutellospora nodosa BEG4 ex-epitype (consensus 16)
Racocetlra casianea BEG1 ex-type (consensus 17)
Scutellospora spinosissima W3009/Att664-1 type (consensus 18)
Pacispora scintillans W4545/field collected (consensus 19) Pacisporaceae

Glomus sp. W3347/Att565-7 (consensus 20)

Glomus macrocarpum W5293 (consensus 21) Glomerales
Glomus macrocarpum epitype (consensus 22)
Funneliformis mosseae UT101 (consensus 23)
Funneliformis mosseae BEG12 epitype (consensus 24)
Funneliformis coronatus BEG28 ex-type (consensus 25)
Funneliformis sp. WUM3 (consensus 26)

80t Funneliformis caledonius BEG20 (consensus 27)

100y Rhizophagus irregularis MUCL43195 (consensus 28)
Rhizophagus irregularis DAOM197198 (consensus 29)
Rhizophagus irregularis AFTOL-ID845 (consensus 30)
Rhizophagus proliferus MUCL41827 ex-type (consensus 31)
Rhizophagus intraradices FL208 ex-type (consensus 32)
Sclerocystis sinuosa MD126 (consensus 33)
Claroideoglomus sp. W3349/Att565-11 (consensus 34) .
Claroideoglomus luteum SA101 (consensus 35) Claroideoglomeraceae

76, Ambispora fennica ex-type (consensus 36) Ambisporaceae Archaeosporales
& Geosiphon pyriformis GEO1 (consensus 37) Geosiphonaceae P

88 Archaeospora schenckii (consensus 38) Archaeosporaceae
Paraglomus occultum IA702 (consensus 39) Paraglomeraceae Paraglomerales

Acaulosporaceae

100

ejoofwolsuiofn

Glomeraceae

Henningsomyces candidus AFTOL-ID468 P
Rhodotorula hordea AFTOL-ID674 | Basidiomycota
Exophiala dermatitidis AFTOL-ID668

Schizosaccharomyces pombe AFTOL-ID1199

100 ——— Phycomyces blakesleeanus AFTOL-ID184
L—— Rhizopus oryzae AFTOL-ID1241 P
Endogone pisiformis AFTOL-ID539 Mucoromycotina

Mortierella verticillata AFTOL-ID141
99 Coelomomyces stegomyiae AFTOL-ID18 3
— Allomyces arbusculus AFTOL-ID300 | Blastocladiomycota

Orpheila haysii AFTOL-ID1062 ; i
L% “ X
Smittium culisetae AFTOL-1D29 | K'Ckxeﬂomy cotina

Batrachochytrium dendrobatidis AFTOL-ID21 | Chytridiomycota

Dikarya

73

| Ascomycola

n

0.5

Obr. 2: Fylogeneticky strom zaloZeny na sekvencich asi 2700 bp dlouhého fragmentu
jaderné ribozomalni DNA =zahrnujicim malou podjednotku, 5,85 a d¢ast velké
podjednotky. Glomeromycota tvori monofyletickou skupinu
(pfevzato z Kriiger et al. (2012)).

AM houby jsou obligatné zavislé na svém hostiteli a nemohou dlouhodobé
piezivat bez n¢j. AM houby tvofi spory, které v ptihodnych podminkach v padé kli¢i a
vytvareji mycélium, které kolonizuje kotfen hostitelské rostliny. Houbové hyfy pronikaji
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pies kotenovou pokozku do primérni kiry, kde vstupuji do bun€k hostitele. Pronikaji
buné€nou sténou rostliny, ale nepenetruji plasmatickou membranu (Obr. 3). Mezi
buné¢nou sténou a plasmatickou membranou rostliny tvofi rozvétvené struktury, které
se nazyvaji arbuskule. Mezi bunéfnou sténou houby a rostlinnou plasmatickou
membranou (nazyvanou periarbuskularni membrana) se tvofi mezilehly prostor.
Na arbuskulich probihd vyména uhliku a zivin mezi obéma hostiteli. Dals$i houbové
struktury, které se nachazi v koteni, jsou vezikule, které plni zdsobni funkeci.

Z kolonizovaného hostitelského kotene vyrtstaji ven hyfy a tvoii hyfovou sit’
mimokofenového mycélia. Mimokotfenové mycélium, které prortsta velkym objemem
pudy, Cerpa zni minerdlni ziviny a transportuje je pfes vnitrokofenové mycélium

do rostliny.

__J \ o ranealceliwall gy, 3: Schematické zndzornéni vnitiku

Fungus Fungal cytoplasm

-l rostlinné bunky s arbuskuli. PAS — mezilehly

- prostor, PAM - periarbuskularni membrana
—PA

/" Fungal plasma (ptevzato z Parniske (2008)).

membrane

Plant

Cytoplasm

2.1.1.1. Genetika AM hub

AM houby tvoii nepiehradkované (cenocytické) mycéliem, které obsahuje velké
mnozstvi jader. U nékterych druhi AM hub se v mimokofenovém mycéliu tvori
tzv. anastomozy — hyfové spoje, které propojuji vétve mycélia a vytvareji tak hyfovou
sit’, kterou proudi cytoplasma, a migruji jadra. Anastom6zy mohou piispivat k udrzeni
genetick€é homogenity v ramci celého individua (Giovannetti ef al., 2001). Mohou se
tvofit 1 mezi mycélii, které nepochazi ze stejné spory, ale jsou stejného druhu
(Giovannetti et al., 1999) a pfispivaji tak k tvorbé rozsdhlych hyfovych siti
(Smith & Read, 1997). U AM hub nebyla pozorovana tvorba sexualnich stadii
(Smith & Read, 1997), jejich reprodukce tedy pravdépodobné probihd pouze asexualngé.

Spory AM hub jsou mnohojaderné. Pocet jader v jedné spoie se znac¢né lisi a
pohybuje se az v tadu tisici (Viera & Glenn, 1990). Na vnitrodruhové urovni byla
objevena vysoka genetickd variabilita AM hub (Rosendahl & Taylor, 1997), ktera je

piisuzovdna genetické variabilit¢ mezi jednotlivymi jadry (Sanders et al., 1996;
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Lanfranco et al., 1999). V podstaté tak u AM hub nelze hovofit o jedincich, protoze i
zékladni jednotka, spora, je vlastn¢ populaci riznych jader.

Druhy AM hub jsou popsany na zakladé morfologickych charakteristik spor,
avSak diky molekularné genetickym ptistupiim dnes vime, Ze u AM hub existuje vysoka
skryta diverzita genotypu, které nelze ptiradit k Zadnému z popsanych druht
(Vandenkoornhuyse et al., 2002). Dalsi slozkou skryté genetické diverzity AM hub je
vysokd genetickd wvariabilita na vnitrodruhové urovni (Sanders et al, 1996;

Vandenkoornhuyse ef al., 2001), ktera znesnadiiuje vymezeni a identifikaci druht.

2.2. Opusténa pole a biodiverzita

Poloptirozené travniky s vysokou biodiverzitou jsou b&znou soucasti evropskeé
krajiny. Ve 20. stoleti dochazelo v Evropé¢ k intenzifikaci zeméd¢€lstvi. Vznikalo velké
mnozstvi intenzivné zemédélsky obdelavanych ploch a zarovenn mizela polopfirozena
stanovisté. Pozd¢ji se socioekonomickym vyvojem dochéazelo ke sniZzovani rozsahu
zemé&dé€lskych ploch v disledku redukce zemédélstvi (shrnuto v Cramer et al., 2008).
Timto zplsobem vznikaly v krajin€ nevyuZité plochy se zna¢n€ sniZenou bohatosti
rostlinnych druhii. Nékteré rostlinné druhy polopfirozenych suchych travnikii v§ak jsou
schopné tyto lokality kolonizovat v ftadu desitek let po opusténi lokality
(Miinzbergova & Chylova, 2008). Zptsob, jakym byla lokalita v minulosti zemé&d¢€lsky
vyuzivana, hraje dualezitou roli pfi kolonizaci téchto biotopli rostlinami

(Miinzbergova & Chylova, 2008).

2.2.1. Kolonizace opusténych poli rostlinami

Poloptirozena stanovist¢ mohou slouzit jako zdroj obnovy rostlinné biodiverzity
na opusténych polich. Nejvétsi mnozstvi rostlinnych druht se §ifi na biotop béhem
prvnich ptiblizn€ 5 let od opusténi obdélavaného pole, pak se proces kolonizace téchto
biotopt vyrazné¢ zpomaluje (Bartha ef al.,, 2003). Nicméné proces kolonizace je
dlouhodobou zalezitosti a s ptibyvajicim ¢asem se zvySuje biodiverzita lokality. Podle
prace Ruprecht (2006) mohou mit opusténd pole podobnou rostlinnou diverzitu jako
pfirozend stanovisté jiz po 20 letech, na druhou stranu vSak mohou mit 1 po vice nez
50 letech od opusténi pole stale vyrazné nizSi druhovou bohatost nez tésné prilehly

poloptirozeny travnik (Oster et al, 2009). Mensi vzdalenost od poloptirozeného
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stanovisté umoziuje rychlejsi Sifeni rostlin na lokality (Fagan et al., 2008). Chemické a
fyzikalni zmény plidy na lokalit¢ mohou ovliviiovat interakce mezi rostlinnymi druhy.
V dtsledku ptedchoziho hospodateni je Casto na téchto plochiach dostatecnd nebo i
zvySena dostupnost zivin. Rychle rostouci rostlinné druhy, které jsou schopny lokality
kolonizovat, mohou zpocatku potlacit pomaleji rostouci druhy (Brussaard et al., 1996).
Zvysené mnozstvi Zivin v ptidé opusténého pole miize zabranovat spontanni kolonizaci
nékterymi druhy rostlin z polopfirozenych stanovist (Cousins & Lindborg, 2008).
Diilezitou roli v kolonizaci opusténych poli rostlinami vSak hraji nejen faktory
abiotickée, ale 1 faktory biotické, jako jsou plidni mikroorganismy (Carbajo et al., 2011).
Pravé arbuskularné mykorhizni houby, jako dilezitd soucast pudnich mikrobialnich

spolecenstev, miize byt jednim z téchto faktorti (Eschen et al., 2009).

2.2.2. Sukcese AM hub na opusténa pole

Mnozstvi propaguli AM hub v pidé rychle stoupa s pribyvajicim mnozstvim
hostitelskych druhti rostlin (Piotrowski & Rillig, 2008) a slozeni spolecenstva AM hub
na opusténém poli se méni v ¢ase. (Johnson et al., 1991) popsali vyskyt nékterych druhti
AM hub jen v casném sukcesnim stadiu, jinych pak jen v pozdéjSich sukcesnich
stadiich. Ptfitom se druhova bohatost spoleCenstva AM hub v Case neménila, ale
dochazelo ke zvySeni jeho vyrovnanosti. K zastupcim hojné kolonizujicim rana
sukcesni stadia pattil druh Scutellospora persica, Acaulospora elegans se naopak hojné
vyskytovala v pozdéjsi fazi sukcese (Johnson et al., 1991).

Vychozi spoleenstvo AM hub na opusténém poli je ddno propagulemi, které se
Jiz v pidé nachazi a odrdzi se v ném historie lokality. MnoZstvi a diverzita téchto
propaguli jsou ovlivnény intenzitou zemedélstvi, ale také dobou uplynulou od opusténi
pole. Spory AM hub obecné mohou piezivat v pid€ pomeérné dlouhou dobu.

Propagule AM hub (ve formé spor, fragmentl hyf a kolonizovanych kotent) vSak
také migruji z vedlejSich lokalit a tak se mize spoleCenstvo AM hub ménit (Piotrowski
& Rillig, 2008). Migrace za pomoci vétru neni primarnim zpisobem Sifeni AM hub,
avSak mize dojit k navati spor AM hub na lokalitu (Allen ef al., 1989). Bylo popsano
nekolik riznych variant pfenosu spor za pomoci hlodavci (Mangan & Adler, 2002),
Clenovcet  (Klironomos &  Moutoglis, 1999), nebo  lidskou  &innosti
(Schwartz et al., 2006). Spory jednotlivych ¢eledi AM hub se lisi ve velikosti, coz mlize

mit za nasledek rozdily ve schopnosti migrace (Klironomos & Moutoglis, 1999).
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2.3. Vliv riznych faktorti na sloZeni spolecenstva AM hub

Jak jiz bylo predestteno v pfedchazejici kapitole, spoleCenstva AM hub se mohou
vyvijet a dynamicky ménit pod vlivem mnoha riznych faktorti. Mohou to byt abiotické
faktory na lokalité souvisejici s jeji historii, ale také biotické faktory a interakce
s ostatnimi organismy. Abiotické a biotické faktory se mohou piekryvat a dopliovat.
Mohou vytvaret tlak na selekci spiSe specializovanych taxontit AM hub na konkrétni typ

prostiedi anebo naopak generalisti schopnych existovat v Siroké Skale podminek.

2.3.1. Vliv abiotickych faktori na sloZeni spolecenstva AM hub

Vyskyt AM hub a tedy slozeni jejich spolecenstev je ovlivnén fadou abiotickych
faktori. Vyznamnym faktorem je mnoZzstvi zivin vpuadé (Johnson, 1993;
Ezawa et al., 2000; Jumpponen et al., 2005; Toljander et al., 2008). ZvySovanim
mnozstvi dusiku v pidé dochazi k selekénimu tlaku na urcité rody napi. Glomus,
pficemz nékteré rody (Gigaspora a Scutellospora) naopak mizi (Egerton-Warburton &
Allen, 2000). Dalsim faktorem, ktery vyrazné ovlivitiuje spolecenstvo AM hub, je pH
(An et al., 2008). Koncentrace tézkych kovii v pudé také meéni spolecenstvo AM hub
(Zarei et al., 2010). SloZeni spolecenstva AM hub a jeho diverzita je znacnym
zpusobem ovliviilovana také typem ptidy, ve kterém se nachazi. Existuji druhy AM hub,
které jsou schopné kolonizovat rizné typy ptidy, ale také druhy specializované, které se
vyskytuji pouze na urcitych ptidach (Oehl et al., 2010).

Zemédélstvi a obdélavani ptdy jako komplexni faktor zahrnujici mnoho dil¢ich
abiotickych faktort (napt. disturbanci, zvySené obsahy zivin) mé velky vliv na slozeni
spoleCenstva AM hub. Obecné je pozorovan trend, ze se zvySujici se intenzitou
obhospodafovani lokality se snizuje diverzita AM hub. Pfi upravé zemédélské pludy
orbou dochézi ke snizovani po¢tu AM hub (Boddington & Dodd, 2000), a tim i
k vymizeni nékterych druhiit AM hub. Dochazi k selekci vice odolnych druht
napt. z rodu Glomus, které se na obhospodafované pid¢ hojné¢ vyskytuji (Jansa et al.,
2002). Pii zemédé€lském obhospodafovani lokality jsou AM houby vystaveny
znacnému stresu, ktery selektuje takové druhy AM hub, které jej dokazou tolerovat

(Johnson & Pfleger, 1992).
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2.3.2. Vliv biotickych faktorii na sloZeni spolecenstva AM hub

Biotické faktory jako jsou napt. hostitelské rostliny a interakce s ostatnimi
organismy mohou mit také velky vliv na sloZeni spolecenstva AM hub. Obecné je AM
symbidza povazovana za nespecifickou interakci (Smith & Read, 1997), protoze AM
houby jsou schopné kolonizovat Sirokou Skdlu rostlinnych druhii. Nékteré prace vSak
naznacuji, Ze urcitd specifickd interakce se mezi AM houbami a jejich hostiteli
projevuje. Bylo zjiSténo, ze spoleCenstva AM hub se 1i§1 mezi rGznymi hostitelskymi
druhy rostlin na jedné lokalit¢ (Wubet et al., 2006; Sykorova et al., 2007) a tudiz se
vyskytuje jistd preference AM hub pro urcité hostitele (Vandenkoornhuyse et al., 2002).
Pti zvySené diverzité hostitelskych rostlin se tedy muaze zvySovat i diverzita AM hub
na lokalité¢ (Burrows & Pfleger, 2002). Nicméné se zda, ze sloZeni spoleCenstva AM
hub je vice ovliviiovano pldnimi podminkami na lokalité¢ neZz hostitelskou rostlinou
(Liet al., 2010).

Nejen samotnd identita hostitele, ale 1 rostliny, kterd s hostitelskou rostlinou
sousedi, ovliviluji slozeni spoleCenstva AM hub v kofenech. V praci
Mummey et al. (2005) byl zdokumentovan vyrazny vliv ptfitomnosti invazni rostliny
Centaurea maculosa na slozeni spoleCenstva AM hub v kotenech hostitelského druhu
Dactylis glomerata a dokonce snizeni diverzity AM hub na lokalité¢ s vyskytem
C. maculosa (Mummey & Rillig, 2006).

Zemédélska praxe radikalné méni plvodni sloZeni rostlinnych druhii na lokalité
na druhy kulturné vyuzivané. Dochazi k vytvareni monokultur, ¢asto i k péstovani
nemykotrofnich rostlinnych druhii napt. z Celedi Brassicaceae a tedy 1 ke zménam
ve spolecenstvu AM hub. To je bezpochyby jednim z divodi relativné nizké diverzity
AM hub na zeméd¢€lsky vyuzivanych plochach.

SpoleCenstva AM hub jsou nepochybné ovliviiovany 1 interakcemi s dal§imi
organismy jako jsou napt. bakterie (Vivas et al., 2006) nebo hlistice (Rodriguez-

Echeverria ef al., 2009), tyto interakce jsou vSak jen velmi malo prozkoumané.

2.4. Vyznam AM hub pro rist rostlin

V AM symbidze dochazi k oboustranné vymeéné latek mezi hostitelem a
symbiontem. Rostliny mohou poskytovat svym houbovym symbiontim az 20 %
celkového uhliku, ktery ziskavaji fotosyntézou (Jakobsen & Rosendahl, 1990). AM

houby naopak poskytuji rostlinam Ziviny ve formé mineralnich latek (obzvlasté fosfor a
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dusik, ale 1 n€které mikroprvky jako je kobalt a zinek), mohou zlepSovat jejich odolnost
viuc¢i patogentiim a regulovat vodni rezim rostliny. AM houby maji také velky vliv
na biodiverzitu a produktivitu rostlinného spolecenstva (van der Heijden et al., 1998).
Jednotlivée AM houby se vsak 1iSi ve vlivu na rlst rostlin a také rostliny se mohou
li$it v zavislosti na mykorhizni symbidze a odpovédi na ni. Vztah mezi rostlinami a AM
houbami se tak miize pohybovat na Skdle mezi mutualismem a parazitismem

(Johnson et al., 1997).

2.4.1. Zavislost a odpovéd rostlin na mykorhizu

Mykorhizni zavislost rostliny lze definovat jako minimalni hladinu fosforu
v pudg, pii které je jiz rostlina schopna riist nebo pieZivat bez mykorhizy. Cim vyssi je
tato hladina, tim vice je dana rostlina na mykorhize zavisld (shrnuto v Janos 2007).
Mykorhizni odpovéd’ rostliny je pak rozdil vrlstu mezi rostlinou s mykorhizou a
rostlinou bez mykorhizy pti urCité dostupnosti fosforu (shrnuto v Janos, 2007). Timto
parametrem lIze také vyjadiit symbiotickou Gc¢innost jednotlivych mykorhiznich hub ¢i
jejich spolecenstev, tedy jejich schopnost podporovat rist rostlin.

Druhy obligétné zavislé na mykorhizni symbidze nejsou schopné dokoncit zivotni
cyklus pfi jakékoli tirodnosti plidy, kterd se vyskytuje v ptirodnich podminkach. Pfesto
mohou tyto druhy rostlin rist bez mykorhizni symbidzy v intenzivné hnojené pudé
(Janos, 1980). Mén¢ zavislé na mykorhize jsou fakultativné zavislé druhy rostlin. Tyto
druhy rostlin mohou dosédhnout reprodukéniho stadia bez mykorhizni symbidzy alesponi
pfi nejvyssi urodnosti plidy v ptirozenych podminkach (Janos, 1980). Fakultativné
vétSina rostlinnych druhl tvoii néktery z typi mykorhizni symbidzy, existuji 1 rostliny,
které zaddnou mykorhizu netvoii - jsou nemykotrofni. Bylo sice pozorovano, ze
nemykotrofni rostliny mohou mit kofeny kolonizovany mykorhiznimi houbami, tyto
houbové struktury v kotfenech vSak nejsou funkéni a rostlina z mykorhizy nemé zadny
prospéch (shrnuto v Tester et al., 1987; Rydlova & Vosatka, 2001; Regvar et al., 2003;
Piischel et al., 2007a). Typicky nemykotrofnimi rostlinami jsou napi. druhy z Celedi
Brassicaceae, Caryophyllaceae a Chenopodiaceae.

Mykorhizni zavislost je brdna jako neménna vlastnost konkrétniho druhu c¢i
genotypu rostliny, kdezto mykorhizni odpovéd’ vychazi ze vztahu konkrétni rostliny a
mykorhizni houby v ur€itych podminkach prostiedi. PfisluSnost rostliny k funkéni

(shrnuto v Hoeksema et al., 2010) nebo fylogenetické skupiné (Reinhart ef al., 2012)
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castecné¢ umoznuje predpovédét mykorhizni odpovéd rostlinného druhu. Bylo
pozorovano, ze mykorhizni odpovéd rostliny muze korelovat s kolonizaci jejiho
kotfenového systému mykorhiznimi houbami (Zangaro et al., 2007). Odpovéd’ rostlin na
mykorhizni symbidozu je ale vyznamné ovlivnéna také abiotickymi faktory jako
napt. koncentraci fosforu v pad¢ (Bethlenfalvay et al., 1983), pomérem dusiku a fosforu
v pid€ (Johnson et al., 2010), suchem (Subramanian et al., 2006) a v experimentalnich
podminkach také objemem pidy, ktery ma kofenovy systém k dispozici
(Zhu et al., 2001). Mykorhizni odpovéd mize byt pozitivni, neutrdlni nebo zaporna.
V ptipad€ pozitivni odpoveédi ma rostlina prospéch z mykorhizni interakce, v ptipadé
negativni odpovédi rostliné Skodi, alespoit méteno jejim ristem. Pi1 neutrdlni odpovédi
prospéch z mykorhizni symbidzy pouze vyvazuje ndklady na ni vynaloZené (shrnuto

v Janos, 2007).

2.4.2. Vliv identity AM hub na rist rostlin

Rastova odpovéd’ na kolonizaci AM houbami se mize liSit v zavislosti na tom,
kterou konkrétni AM houbou je rostlina kolonizovana. Existuje mezidruhova i
vnitrodruhova variabilita v G€¢innosti AM hub. Mezidruhova variabilita byla prokazana
napiiklad v experimentu McArthur & Knowles (1993a) s lilkem bramborem jako
hostitelskou rostlinou, v rozsdhlém experimentu (Klironomos, 2003) s vice druhy rostlin
nebo v praci Antunes et al. (2008). V praci Streitwolf-Engel et al. (1997) rizné izolaty
ne¢kolika druhtt AM hub z rodu Glomus rGznym zplsobem ovliviiovaly rist rostlin.
Vnitrodruhové  rozdily v  G€innosti AM  hub ukdzala napiiklad préce
Munkvold ef al. (2004), kde wvnitrodruhova variabilita byla ptekvapivé veétSi nez
variabilita mezidruhova. Vnitrodruhova variabilita v i¢innosti AM hub se mize projevit
1 mezi monosporickymi izolaty z jedné lokality (Koch et al., 2006).

Symbioticka U¢innost AM houby miZe souviset s fenotypovymi znaky danymi
také taxonomickou prislusnosti. AM houby se mohou liSit napiiklad biomasou
vnitrokofenového a mimokofenového mycélia a jejich pomérem. Celed” Gigasporaceae
je charakterizovdna pomérné¢ velkym mimokofenovym mycéliem, naopak celed’
Glomeraceae ma pomérné velké mycélium vnitrokofenové. Acaulosporaceae se
vyznaCuje obecné malym mnoZstvim mycélia vnitrokofenového 1 mimokotfenového
(Hart & Reader, 2002). Rozsah a propojenost mimokofenového mycélia se ukazuje jako
druhové specificka (Avio et al., 2006). Rozsah mimokofenového mycélia a prijem

fosforu spolu mohou korelovat. AM houby se 1i8i v pfijmu fosforu jak mezi druhy
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(Smith ef al., 2000; Lendenmann et al., 2011; Thonar et al., 2011) tak i izolaty jednoho
druhu (Munkvold ef al., 2004). Je tedy pravdépodobné, ze mnozstvi fosforu dodan¢ho
rostlin€ zavisi na identité¢ symbiotickych AM hub (Avio et al., 2006).

Velikost mycélia mize mit vliv na schopnost AM hub poskytovat prospéch
rostliné. VéEtsi mycélium mize zlepSit pfenos Zivin do rostliny, ale na druhou stranu
mize odcerpavat od hostitelskych rostlin vice uhliku a tim sniZovat prospéch
z mykorhizy (Harley, 1969). Ukazuje se, Ze vétSi mycélium muze piispivat k vétsi
biomase rostlin. Také rozsah a pomér mezi vnitrokofenovym a mimokofenovym
mycéliem mize byt dilezity faktor urcujici prospéch rostlin z mykorhizy. Velikost
vnitrokofenového mycélia pro ucinnost mykorhiznich hub je dilezitéjsi nez celkova
velikost mycélia (Hart & Reader, 2002).

Klicovym faktorem wurcujicim mykorhizni odpovéd rostlin je kombinace
konkrétni houby a konkrétni rostliny (Obr. 4) (van der Heijden et al., 1998;
Klironomos, 2003). Totoznost mykorhiznich hub, které kolonizuji kofeny rostlin, mtize
byt méné dilezitd pro rostliny s niz§i mykorhizni odpovédi neZ pro rostliny
vykazujici vysokou mykorhizni odpoveéd’ (van der Heijden, 2003).

Vliv identity AM hub na mykorhizni odpovéd’ rostlin mize byt ddna také
odlisnou symbiotickou a&innosti konkrétnich AM hub v danych podminkach. Uéinnost
AM hub miize byt zna¢né ovlivnéna abiotickymi faktory, jako jsou napt. dostupnost

pudniho fosforu (Vogelsang ef al., 2006) a pH pidy (Hayman & Tavares, 1985).
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Obr. 4: Vliv AM hub na rlst rostlin. Sloupce predstavuji ristovou mykorhizni odpovéd
rostlin (Agrostis gigantea, Aster novae-angliae, Bromus inermis,
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Chrysanthemum leucanthemum, Daucus carota, Fragaria Virginiina, Oenothera
biennis, Plantago lanceolata, Rudbeckia hirta, Solidago canadensis) na konkrétni druhy
AM hub (Acaulospora denticulata, Acaulospora morrowiae, Gigaspora margarita,
Gigaspora rosea, Glomus intraradices, Glomus etunicatum, Glomus geosporum,
Glomus mosseae, Scutellospora calospora, Scutellospora pellucida) (Prevzato a
upraveno z Klironomos (2003)).

2.4.3. Vliv spolecenstva AM hub na rist rostlin

Kolonizace kotfenového systému spoleCenstvem AM hub mize byt pro rostlinu
prospesnéjsi nez symbidza pouze s jednim konkrétnim taxonem. Rizné taxony AM hub
se mohou dopliiovat a tak rostliné spolecné prospivat vice nez kazdy jednotlivy druh
samostatn€ nebo mohou kompetovat a tim naopak sniZzovat pfinos rostliné
(Thonar et al., 2014). Lze ptedpokladat selekci takovych taxoni AM hub, které jsou
komplementarni vzajemné nebo s danym rostlinnym druhem (Koide, 2000).

Druhové bohatSi spoleCenstva AM hub mohou Iépe podporovat rist rostlin
(Sharma et al., 2009). Dulezité je vSak také slozeni spoleCenstva AM hub v kotenech.
Odlisna spolecenstva AM hub o stejném poctu druhli mohou vyvolat odliSnou ristovou
odpovéd’ (Sharma et al., 2009). Ristova odpoveéd rostlin na mykorhizni symbidzu je
dana tedy predevsim identitou AM hub, které kolonizuji kofenovy systém hostitele, a se
zvysujici se druhovou bohatosti AM hub se zvySuje pravdépodobnost, ze se objevi
velmi a¢inny genotyp AM houby pro dané podminky (Sharma et al., 2009).

Se zvySujici se druhovou bohatosti AM hub vSak miiZze stoupat i1 produktivita a
diverzita celého rostlinného spolecenstva. V experimentu van der Heijden et al. (1998)
se zvySujici se diverzitou AM hub naristala délka hyf v ptdég, klesala koncentrace
fosforu v pidé a stoupala koncentrace fosforu v rostlindch. ZvySovala se efektivnost
vyuZiti zdroji a tim 1 produktivita a biodiverzita rostlin. Vysvétlenim mize byt, Ze se
zvysujici se diverzitou AM hub se spiSe objevi ucinné specifické kombinace rostlinného
hostitele a AM symbionta (van der Heijden et al, 1998). V experimentu
Vogelsang et al. (2006) diverzita 1 produktivita rostlinného spoleCenstva rostla
srostouci druhovou bohatosti inokulovaného spoleCenstva AM hub, avSak
pi1 samostatné inokulaci pouze jednim druhem AM houby mély nékteré druhy podobny
u¢inek na oba parametry jako druhové bohaté inokulum. Je zde tedy patrny vySe

zminény mechanismus vybéru nejucinnéjsiho izolatu pro celé spolecenstvo.
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2.5. Metody popisu spolecenstev AM hub

Tradi¢ni pfistup identifikace AM hub je zaloZeny na morfologii spor a tedy 1
spoleCenstva AM hub byla dfive popisovana vyluéné jako spoleCenstva spor.
V terénnich podminkach vSak dochazi k degradaci spor, kterd muize znemozilovat
identifikaci né&kterych taxond. Druhy AM hub se navic 1i§i v intenzité sporulace
(Bever et al., 1996), kterd nemusi zaviset na mnozstvi struktur houby v kotenech.
Neékteré¢ houby, které jsou v kotfenech rostlin bézné, vibec nemusi sporulovat
(Hempel et al., 2007). Morfologicka identifikace AM hub pfimo z kotfenti rostlin je
problematicka. Popis spoleCenstev AM hub v kotfenech tak umoznily az molekularné
genetické metody, které jsou na morfologii nezavislé (Redecker et al., 2003). S jejich
rozvojem bylo navic zjiSténo, Ze mezi AM houbami existuje vysokd skrytd diverzita, a
ze velkou Cast sekvenci AM hub nelze pfifadit k zddnym morfologicky popsanym
druhiim (Sanders et al., 1996).

Pro identifikaci AM hub se Casto pracuje s tzv. operacnimi taxonomickymi
jednotkami (OTU), taxonomickymi skupinami vytvofenymi na zaklad¢ urcité
podobnosti sekvenci. Z divodu vysoké variability v sekvencich rDNA, absence
sexudlnich stadii a vysoké skryté diverzity je prakticky nemozné presné rozlisit druhy
AM hub. OTU se proto nemusi shodovat s morfologicky popsanymi druhy AM hub,
byt’ je snaha, aby jim jednotlivé OTU odpovidaly, pokud je ovSem pro urcitou variantu
sekvenci morfologicky popsany druh k dispozici.

Molekularni metody pro identifikaci AM hub jsou vesmés zaloZeny na namnozeni
urcitych tsekd jaderné ribozomalni DNA pomoci PCR. Vyskytuji se zde vysoce
konzervativni 1 variabilni useky, které umoznuji identifikaci AM hub na riznych
taxonomickych urovnich (Redecker et al., 2003). Nejcastéji se pouziva oblast malé
podjednotky (SSU) jaderné ribozomalni DNA, ktera je nejvice konzervovana
(Schiissler et al., 2001). Oblast ,,internal transcribed spacer® (ITS) se vyznacuje
vysokou sekvencni variabilitou a je pfevazné vyuzivanou oblasti pro identifikaci hub.
Pro AM houby se vSak dnes jiz Casto nevyuziva, protoze pfili§ vysoka variabilita
znesnadiiuje vymezovani taxonomickych jednotek (Stockinger et al., 2010). Oblast
velké podjednotky (LSU) jaderné ribozomalni DNA je naopak pomérné ¢asto vyuzivana
pro molekularni identifikaci AM hub (da Silva ef al., 2006), je méné¢ konzervovana nez

oblast SSU a naopak mén¢ variabilni neZ ITS oblast.
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NejcastéjSim pristupem k identifikaci taxoni AM hub je klonovani a poté
sekvenovani jednotlivych kloni. I v malém kofenovém vzorku se miZe nachdzet vice
taxontt AM hub (Janouskova et al., 2009), a kazdy taxon miva zpravidla vice variant
sekvenci a proto je nutné sekvenovat mnoho klonii od jednoho vzorku. Tento pftistup je
finanéné 1 Casové narocny a nehodi se pro rozsahlejsi ekologické studie spolecenstev
AM hub (Landis et al., 2004). Novy ptistup vyuzivajici pyrosekvenaci je sice ¢asové
méné¢ naro¢ny (Lumini et al., 2009), ale ziistava problém vysokych ndkladi na jeden
sekvenovany vzorek.

Existuje n€kolik molekularnich technik, které umoziuji pomérné rychlé a levné
charakterizovani spoleCenstva v ekosystému bez nutnosti sekvenace, které jsou
pouzivany ke sledovani diverzity mikrobidlnich spolecenstev. K t€émto metodam patii
napiiklad DGGE - denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (Muyzer et al., 1993),
ARISA - automatizovana analyza ribozomalnich ITS sekvenci (Fisher & Triplett, 1999)
a T-RFLP - polymorfismus terminalnich restrik¢nich fragmenti (Liu et al., 1997).

2.5.1. Polymorfismus délek terminalnich restrik¢nich fragmentu
(T-RFLP)

Metoda T-RFLP sice v posledni dobé ziskava velkou konkurenci ve zleviujicich
novych sekvenaCnich ptistupech, zlstava vSak dulezitym pfistupem pro zpracovani
velkych pocti  vzorkii. Mnoho praci, které sleduji zmény v mikrobidlnich
spolecenstvech, tuto metodu vyuziva. Jedna se hlavné o prace zamétujici se na slozeni
spoleCenstev bakterialnich (Lukow et al, 2000; da C. Jesus et al., 2009;
Székely et al., 2009), archealnich (Boyle-Yarwood et al., 2008; De Corte et al., 2009;
Vianna et al., 2009) a houbovych (Rosling et al., 2003; Johnson et al, 2004;
Genney et al., 2006). Metoda T-RFLP se pouzivda 1 pii studiu mykorhiznich
spolecenstev, jak AM hub (Mummey et al, 2005; Aldrich-Wolfe, 2007;
Lekberg et al., 2007), tak ektomykorhiznich hub (Dickie ef al., 2002; Lindahl et al.,
2007). Vyhoda této metody spociva ve schopnosti pomérné rychlé a levné analyzy
velkého mnozstvi vzorkl. V kombinaci s charakterizaci spolecenstva pomoci sekvenace
vybranych vzorkl navic umoziuje rovnéz identifikaci kliCovych druhti (tzv. databazova
varianta T-RFLP, viz déle).

Princip metody spociva v pouZiti fluorescenéné znacenych primerti v kombinaci
s restrikénimi enzymy, které Stépi namnoZeny usek DNA. Délky takto vzniklych

fluorescencné znacenych terminalnich restrikénich fragmentt (TRF) jsou vizualizovany
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v podob¢ elektroferogramu. Variabilita v délkach téchto fragmentli, potazmo v mistech
restrikéniho Stépeni, odliSuje od sebe jednotlivé taxony ve vzorcich. Existuji dveé
varianty T-RFLP, ,pik* profilova a databazova (shrnuto v Dickie & FitzJohn, 2007).
Tyto dv€ varianty jsou zalozené na stejném postupu zpracovani vzorkl, ale 1i8i se
zpracovanim dat a tedy i svymi vystupy. ,,Pik* profilova varianta porovnava pocty
,piki“ a jejich profily mezi vzorky, pficemz neidentifikuje konkrétni taxony. Naopak
databazova varianta T-RFLP pfifazuje jednotlivé ,piky* (€1 kombinace ,pik*
z ruznych elektroferogramti) predem vytvorené databazi sekvenci se zndmymi TRF, coz

umoziuje identifikaci taxonti ve vzorcich.
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3. MATERIAL A METODY:

Diplomova prace se skladd ze dvou ¢asti. Jednou casti je sklenikovy naddobovy
experiment, ktery sledoval riistovou odezvu vybranych druhli rostlin na odliSna
spoleCenstva AM hub z lokality, druhou pak charakterizace diverzity AM hub

na lokalité pomoci analyzy terminalnich restrikénich fragmentti (T-RFLP).

3.1. Popis lokality

Sledovana lokalita MaleSov se nachazi v Ceském stfedohoii nedaleko Roudnice
nad Labem (50°302.627"N, 14°18'57.45"E). Sousedi zde dva typy biotopti - suchy
travnik (stran s ptiblizné 15% sklonem) a nedavno opusténé pole (Obr. 5). Podlozi
na této lokalit¢ tvofi slin (Studnicka, 1972), vegetace patii do svazu Bromion
(Ellenberg & Strutt, 1988). Nadmotska vyska lokality se pohybuje okolo 194 m n. m.
Priimérna ro¢ni teplota vzduchu je 7,7 °C a primérny ro¢ni thrn srazek v regionu je
612 mm (http://www.chmi.cz/portal/dt?portal lang=cs&menu=JSPTabContainer/P4 Hi
storicka_data/). Vybrané chemické vlastnosti ptid ukazuje Tabulka 1. Historie této
lokality je pomérné komplikovana a ne zcela dobfe zmapovana. Podle Hemrové &
Miinzbergové (nepublikovano) bylo v 19. stoleti dneSni opusténé pole vedeno pouze
z 1 / 4 jako pole, zbytek byl les. Stejné tak soucasny suchy travnik byl v predminulém
stoleti pravdépodobné lesem. Les mohl byt lesem rozvolnénym listnatym s travniky.
Pozdé&ji na pocatku 20. stoleti byl na celé lokalité les pfeménén v pole, stran vSak byla
pro zemé&délstvi vyuzitelna jen obtizng. V 50. letech 20. stoleti se v disledku
vyvlastnéni pozemkid hospodaieni zménilo. Cést pozemki na dne$nim suchém travniku
zustala lezet ladem, ptiblizn€¢ 50% tvofilo pole a 1/6 byla pastvinou. V 80. letech bylo
celé dneSni opusténé pole polem obhospodafovanym. Ne¢kolik let po prevratu
v 90. letech piestalo byt pole obhospodafovano, stafi soucasného opusténého pole se

odhaduje na piiblizné 20 let.
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Obr. 5: Na fotografiich a mapé je schematicky vyznacen soucasny stav lokality: - suchy
travnik (zelené), - opusténé pole (hnédé). Zde probihaly odbéry pldy a inokula
pro rlstovy experiment i odbéry kofenl pro molekularni analyzu.

Suchy Opusténé | Hladina signifikance

travnik pole (hodnoty F)
pH ( H,0) 7,60 7,69 ** (10,756)
pH ( KCl) 7,39 7,41 n.s.(1,368)
N celkovy (%) 0,27 0,18 **%* (96,458)
C celkowy (%) 5,44 2,81 *** (125,560)
C varbonat (%) 3,34 1,73 *%%(31,788)
C organicks (%) 2,10 1,08 *%%(29,848)
Ca extrahovany (Mg kg™) 11158,62 | 8320,24 n.s. (3,581)
Mg extrahovany (Mg kg™) | 125,82 61,87 **% (85, 465)
K extrahovany (M8 kg™) 157,51 247,97 ***(84,312)
P dostupny (Mg kg™) 19,25 23,62 *(4,689)
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Tab. 1: Vysledky rozboru plid na obou biotopech z roku 2010.
Koncentrace prvkl a pH jsou uvedeny jako prlmeéry z deseti
opakovani, které byly porovnany pomoci jednocestné ANOVA.
Vtabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkdch) a hladiny
vyznamnosti: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n. s.neni
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05). pH bylo stanoveno
v suspenzi pady v deionizované vodé nebo 0,1 M roztoku KCI.
Celkovy obsah N, C, organického C, karbonatu, koncentrace
extrahovaného Ca?” Mg?*, K" a dostupného fosforu byla stanovena
za pouziti metod popsanych v Pankové et al. (2008).

3.2. Sklenikovy nadobovy experiment

Pro tento experiment bylo vybrdno 6 druhil rostlin (Tab. 2), které se vyskytuji

na lokalité. Druhy rostlin byly zvoleny tak, aby kazdé¢ dva druhy tvotily fylogeneticky

piibuzny pdr, jednalo se tedy o 3 pary rostlin. Rostliny byly vybrany tak, ze jedna

rostlina z paru roste na suchém travniku i na opusténém poli, kdeZto druha rostlina roste

pouze na suchém travniku, opusténé pole nekolonizuje nebo se na ném objevuje jen

sporadicky (Chylova & Miinzbergovd, 2008; Knappova

Miinzbergova et al., osobni pozorovani).

et al, 2012;

. Suchy Opusténé
Rostlinny druh: Celed:
travnik pole
Brachypodium pinnatum (L.) P. Beauv. | pgaceae + +
valecka praporitd
Briza media L. Poaceae + -
treslice prostredni
Inula salicina L. Asteraceae + +
oman vrbolisty
hvézdnice chlumni
Stachys recta L. Lamiaceae + +
Cistec primy
Prunella grandiflora (L.) Scholler Lamiaceae + -
¢ernohlavek velkokvéty

Tab. 2: Vybrané druhy rostlin a jejich vyskyt v obou biotopech (+/-).
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3.2.1. Popis experimentu

Nadobovy experiment byl navrzen tak, aby poskytl informace o tom, jak rast
rostlin ovliviiuji 2 faktory: spoleCenstvo AM hub a ptda a jejich ptipadné interakce.
Podoba experimentu je schematicky zobrazena v Tab. 3. Pidy byly z obou biotopt
odebrany v dubnu 2011 a nasledné sterilizovany y zatfenim (minimalné 26,3 kQGy, firma
BIOSTER, a.s., Veverska Bityska). Inokulum v podobé drobnych kofent rostlin se
spolecenstvem AM hub bylo odebrano z obou biotopli v kvétnu 2011. Pokusné nadoby
byly naplnény plidou ze suchého travniku nebo opusténé¢ho pole a rostliny faktorialné
inokulovany inokulem ze suchého trdvniku nebo inokulem z opusténého pole. Kontrolni
rostliny byly ponechdny bez inokulace. Vzniklo dohromady 6 variant pokusi (Tab. 3),
kazda v 10 opakovanich. Timto zplsobem bylo péstovano vSech 6 vybranych druhi

rostlin, celkovy pocet pokusnych nadob byl tedy 360.

Plda ze suchého travniku Plida z opusténého pole

Inokulum ze suchého Inokulum ze suchého

travniku travniku

==Y,

——

Inokulum z opusténého Inokulum z opusténého

pole pole

Nemykorhizni kontrola Nemykorhizni kontrola

bez inokula bez inokula

Tab. 3: Schematické zobrazeni designu pokusu. Pida a inokulum ze suchého travniku
naznaceny Sedé, plida a inokulum z opusténého pole naznaceny hnédé.

3.2.2. ZaloZeni experimentu

Pokus byl zalozen vkvétnu 2011. Semena vybranych druh rostlin byla
objednana u firmy Planta Naturalis (Markvartice). K povrchové sterilizaci semen byl
pouzit 10% roztok SAVO Original, do kterého byla semena ponotena na dobu 10 minut.
Kli¢eni semen probihalo na sterilnim pisku v poctu pfiblizné¢ 1000 semen na druh
rostliny. Vykliené rostliny byly pfeneseny do piipravenych sadbovacti se sterilnim

piskovym substratem. Po tfech tydnech byly rostliny pfemistény do pokusnych nadob
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oobjemu 1,1 dm’ se sterilnim substratem z lokality, ke kterému bylo pfidano 8 g

inokula. Rostliny byly zality bakteridlnim filtrdtem pfipravenym prefiltrovanim
suspenze z obou nesterilnich pid pies filtracni papir. Vzhledem k faktoridlni inokulaci
pokusu byly nastaveny stejné podminky ve vSech variantdch. Ke kontrolnim rostlindm
bylo pfidano stejné mnozstvi kofenového materidlu sterilizovaného autoklavovanim.
Rostliny byly zalévany destilovanou vodou. Rezim svétlo / tma ve skleniku byl
nastaven podle pfirozené délky dne v daném rocnim obdobi. Rostliny, které nebyly

sklizeny pfed zapocetim zimniho obdobi, byly pfemistény do skleniku bez vyhiivani.

3.2.3. Sklizeni experimentu

Sklizeni experimentu probihalo po vykveteni pokusnych rostlin za ucelem
standardizace faze Zivotniho cyklu jednotlivych druhl. Pary rostlin byly sklizeny
spoleéné (Tab. 4). Kofeny rostlin byly promyty vodou a zvazeny. Cast kofenové
biomasy byla odebrana na stanoveni kolonizace AM houbami (piiblizné¢ 2 g) a
na molekularni analyzy (ptiblizné€ 0,2 g), které nejsou zahrnuty do této diplomové prace.

Zbyvajici kofenova biomasa a biomasa nadzemni byly vysuseny pfi teploté 65 °C.

Pary rostlin Doba sklizné
B. pinnatum po 13 mésicich od presazeni
B. media (zazimovany na dobu 4 mésict)
I. salicina po 11 mésicich od presazeni
A. amellus (zazimovany na dobu 4 mésict)
S. recta v sy Y .
p. grandifiora po 3 mésicich od presazeni

Tab. 4: Sklizné sklenikového nddobového experimentu

3.2.4. Vyhodnocovani experimentu

Nadzemni suSina a zbyvajici kofenovd biomasa byly zvazeny zvlast' a hodnoty
byly zaznamenany. Celkova suSina kofenové biomasy byla dopocitana.

Vzorek kotenil pro stanoveni kolonizace AM houbami byl nabarven trypanovou
modii podle Phillips & Hayman (1970) modifikovanou metodou podle
Brundrett ez al. (1984), aby doslo ke zviditelnéni houbovych struktur. Kofenovy vzorek
nastfithany na velikost piiblizné¢ 3 cm byl zalit 10% KOH a ponechan v suSarné pii
teploté 90 °C po urcitou dobu v zavislosti na rostlinném druhu do projasnéni kotenil.
Poté byl kofenovy vzorek promyt tekouci vodou na jemném sitku. Néasledovalo
okyseleni vzorku pomoci 2% kyseliny mlééné. Vzorek byl zahtat na teplotu 90 °C
po dobu 20 minut. Po této dob¢ byla kyselina vylita a vzorek byl zalit 0,05% roztokem
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trypanové modii v laktoglycerolu (1,5 dilu glycerolu : 1 dil 80% kyseliny mlé¢né :
1,5 dilu ddH,0) a udrzovan zahtaty na teplotu 90 °C po dobu 30 minut. Poté byl roztok
trypanové modii vodou vymyt a nahrazen ¢istym laktoglycerolem, ve kterém se vzorky
uchovavaly pro dal$i pouziti.

Kolonizace kotentt AM houbami byla vyhodnocena pomoci Trouvelotovy metody
(Trouvelot, 1986). Trouvelotova metoda stanovuje kromé frekvence kolonizace i
(semikvantitativn¢) intenzitu kolonizace a vyskyt arbuskuli ve vzorku. Pro vyhodnoceni
kolonizace ve vzorku bylo pouzito vzdy 30 obarvenych segmentli kofene zjednoho
kotfenového systému. Segmenty byly uzavieny do glycerolu mezi podloZni a kryci sklo.
Segmenty byly ftazeny do tfid podle zastoupeni struktur mykorhizni houby
v segmentech (n, — zadnd kolonizace; n; — kolonizovano do 1 % z celkové délky
segmentu; n; — kolonizovano 1-10 % délky segmentu; n3 — kolonizovano 10-50 %
délky segmentu; ng — kolonizovano 50-90 % délky segmentu; ns — kolonizovano 90—
100 % délky segmentu). Segmenty jsou zaroven fazeny do hladin podle vyskytu
arbuskuli (Ao — zadné arbuskule; A; — do 10 % délky segmentu; A, — 10-50 % délky
segmentu; Az — 50-100 % délky segmentu).

Frekvence mykorhiznich struktur v kofenovych segmentech F (%) byla
vypocitana jako F (%) = 100 (N - ng) / N (kdy N = celkovy pocet hodnocenych
segmentl; ng = celkovy pocet nemykorhiznich segmentti). Intenzita kolonizace M (%),
kterd vyjadifuje procento délky kofene kolonizované¢ mykorhizni houbou, a hladina
vyskytu arbuskuli v celém kotfenovém systému A (%), které vyjadiuje procentudlni
mnozstvi kofene s vyskytem arbuskuli, byly vypocitany nasledovné:

- M (%) = (95ns + 70ny + 30n3 + 5ny + ny)/N, kdy ns_ns4, n3, np, n; = celkovy pocet
mykorhiznich segmentii ve tfid€ ns n4, n3, no, n;; N = celkovy pocet hodnocenych
segmenttl);

-A (%) = aM / 100 (kdy a = hladina vyskytu arbuskuli v jednom segmentu se pocita
jako a = (100mA; + 50mA; + 10mA;) / 100).

Na vypocty byl pouzit program MycoCalc
(http://www?2.dijon.inra. fr/mychintec/Mycocalc-prg/download.html). ~ Vyhodnocovani
kolonizace probihalo na svételném mikroskopu (Olympus BX60, USA)
pfi 100nasobném zvétSeni.

Koncentrace fosforu v nadzemni biomase byla stanovena z vysuSenych
a umletych (velikost ¢astic 0,1 mm) nadzemnich Césti rostlin. Analyza fosforu byla

zaddna Analytické laboratofi Botanického tistavu AV CR v Prithonicich, kde byla
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koncentrace fosforu stanovena metodou podle Olsena (Olsen et al., 1982) za pouziti
UV-Vis spektrometru UV4 (UNICAM).

Z namétenych hodnot (nadzemni suché biomasy, kotfenové suché biomasy a
z koncentrace fosforu) byla vypoctena mykorhizni odpovéd’ rostlin na dany parametr.
Mykorhizni odpovéd’ (MR) byla vypoctena jako MR (%) = 100 x (M-NM) / NM, kde M
je hodnota parametru z jednoho opakovani mykorhizni varianty a NM je primérna
hodnota parametru z odpovidajici nemykorhizni kontroly. Hodnoty MR se pohybuji
vintervalu od -100 % do +o. Pokud MR dosahne 0 % mykorhizni varianta a
nemykorhizni kontrola se neli§i v hodnotach parametru. Pokud se MR pohybuje
v zapornych c¢islech, mé& mykorhizni varianta niz§i hodnoty tohoto parametru nez
nemykorhizni kontrola a mykorhizni odpovéd’ je zaporna. U hodnoty napt. MR = 100 %
ma mykorhizni varianta dvakrat vét$si hodnotu daného parametru neZ nemykorhizni

kontrola.

3.2.5. Statisticka analyza nadobového experimentu

Pro statistické vyhodnoceni nadobového pokusu byl pouZit program
STATISTICA (verze 12, StatSoft Inc., USA). Byla pouzita metoda faktorialni analyzy
rozptylu (ANOVA). Pro stanoveni homogenity rozptylu dat byl pouzit Levenlv test
(Levene, 1960) homogenity rozptylu a pro ur¢eni normalniho rozlozeni dat byl pouzit
Shapiro - Wilklv test normality (Shapiro & Wilk, 1965). Data, ktera neméla normalni
rozlozeni, byla vétSinou logaritmicky nebo odmocninové transformovéna.
Pro mnohonasobné porovnani rozdili stfednich hodnot byl pouZzit multikomparativni
Tukeyiv HSD test (Meloun & Militky, 2006). Korelace mezi kolonizaci kofenu a
mykorhizni odpovédi nadzemni biomasy rostlin byla vyhodnocena Pearsonovym

korela¢nim koeficientem.

3.3. T-RFLP analyza spolecenstev AM hub na lokalité

Na lokalité¢ bylo vybrano 12 druhti rostlin (Tab. 5) - 6 taxonomicky ptibuznych
part vybranych podle stejnych kritérii jako rostliny do pokusu (viz podkapitola 3.2.).
Tyto druhy se vyskytovaly na suchém travniku i na opusténém poli, nebo pouze
na biotopu suchy travnik (Knappova et al.,, 2012). V Cervnu a Cervenci 2010 byly
na obou biotopech na lokalité¢ odebrany kofenové systémy rostlin v kvétu v poctu 6 - 13
kusii na druh v zavislosti na druhu rostliny a biotopu. V ptipadé opusténého pole byly

odebrany pouze ty druhy rostlin, které se na tomto biotopu vyskytuji bézné. Kotenové
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systémy byly nasledné v laboratofi promyty, osuSeny v kuchyniiském papiru, nastiihany
na 1-2cm dlouhé segmenty a zhomogenizovany. Z kazdého kotfenového
systému byly nasledné¢ odebrany 1 - 3 vzorky do mikrozkumavek, dle mnozstvi
materialu, o 50 - 100 mg Cerstvé hmotnosti Odebrané vzorky kotfenli byly uskladnény

v mrazicim boxu (Sanyo, Japonsko) pfti teploté -80 © C.

Suchy Opusténé
« , travnik ole
Druh: Celed: - - vp -
Pocet odebranych kofenovych
systému
B j ] L.) P.
rachypod/u’m vp/nnatumw( ’) P Poaceae 14 1
Beauv. valecka prapofita
Bri. ja L.
. r{za med/cz . . Poaceae 12 0
treslice prostredni
Inula sa//cmg L Asteraceae 11 6
oman vrbolisty
AVS ter gmellus L , Asteraceae 6 0
hvézdnice chlumni
L. .
Stgchy > r(f,cm, Lamiaceae 7 10
cistec primy
Prunf?/la grafwd/flora (L) Svchloller Lamiaceae 6 0
¢ernohldvek velkokvéty
j L. .
Ga{/um vf.rvu,m . Rubiaceae 6 6
svizel syristovy
ica L. .
Asperulavt':ynanc/’uca Rubiaceae 6 0
marinka psi
Li j L. .
fndm catthrt{cellm Linaceae 8 12
len pocistivy
Li ifoli L. .
fnam tenU/fquUfn Linaceae 10 0
len tenkolisty
j ja L.
Setv:‘Lir/gera VOI'ICII Fabaceae 13 8
Ci¢orka pestra
j ja L.
Ant/lwyll/vs \,/ulnerar'/a Fabaceae 6 0
urocnik bolhoj

Tab. 5: Tabulka ukazuje vybrané druhy rostlin pro T-RFLP analyzu AM hub
v kofenech s po¢tem odebranych kofenovych systému na lokalité.

Obecny metodicky postup T-RFLP spocivd nejprve v izolaci DNA ze vzorku,
namnozeni piisluSného useku DNA pomoci PCR se specifickymi fluorescenéné
znaCenymi primery, pre€isténi produktii a naslednym Stépenim restrikénimi enzymy.
Délky termindlnich restrikénich fragmentli (TRF) se stanovuji pomoci kapildrniho

sekvenatoru a vizualizuji v podob¢ ,,pikd na elektroferogramech.
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Stanoveni spolecenstev. AM hub pomoci metody T-RFLP zahrnuje velké
mnozstvi ¢asové narocnych praci, jak pti tvorbé databaze sekvenci, tak pifi samotné
analyze vzorkl. S ohledem na mnoZstvi vzorkd nebylo v mych moznostech vSechny
tyto ukony vykondvat osobné. Proto pro orientaci a prehlednost uvadim souhrnnou

tabulku, ktera zobrazuje konkrétni ¢innosti a osoby podilejicich se na nich (Tab. 6).

Mgr. Renata Slavikova (50%)

lzolace DNA Be. Alena Vofiskovd (50%)
Klonovani a zpracovani Mgr. Renata Slavikova (70%)

sekvenci Bc. Alena Voriskova (30%)
Fylogeneticka analyza Mgr. Renata Slavikova (100%)

Ing. lveta Jelinkova (50%)

Analyza vzorkU Bc. Alena Voriskova (30%)
Mgr. Renata Slavikova (20%)

Vyhodnocovani dat Bc. Alena Voriskova (100%)

Tab. 6: Souhrnnd tabulka zahrnuijici ¢innosti a osoby podilejicich se
na nich (v zavorce odhad podilu na celkovém objemu praci).

3.3.1. Extrakce DNA

DNA z kotent rostlin byla izolovana za pouziti DNeasy Plant Mini kitu (Qiagen,
Némecko). Mikrozkumavky se vzorky byly ponofeny do tekutého dusiku, zmrzly
vzorek byl vyndan na tfeci misku a po pfidani tekutého dusiku rozdrcen tlou¢kem. Dale
se postupovalo podle protokolu DNAesy Plant Mini Kit. Mnozstvi a kvalita ziskané
DNA byly ovéfeny elektroforézou (podkapitola 3.3.1.1.) na 1% agar6zovém gelu.
Koncentrace DNA extraktu byla méfena na spektrofotometru NanoDrop

(Thermo Scientific, USA).

3.3.1.1. Elektroforéza

Pro ovéfeni kvality ziskané DNA nebo na zkontrolovani PCR produktu byla
pouzita elektroforéza (Sambrook et al., 1989). Byl ptipraven 1% agar6ézovy gel: 0,28 g
agardzy smichdno s 28 ml TAE pufru (1x Tris-acetate-EDTA pufr; 4,84 g Tris base,
1,14 ml kyseliny octové a 2 ml 0,5 M EDTA - kyseliny ethylendiamintetraoctové,
doplnéno ddH,O do objemu 1000 ml), po zchladnuti na 70 °C byl pfidan 1 pl EtBr
(ethidium bromid, zasobni roztok 10 mg/ml). Do jamek bylo ptfidano 2 pl vzorku
v 0,5 ul roztoku bromfenolové modii (6 ml ddH,O, 5 g sachardzy, Serva, Némecko,
0,025 g bromfenolové modii) a 1 pl markeru - A DNA (Fermentas, Litva) pro ovéfeni

izolovan¢ DNA; GeneRuler 100 bp (ThermoScientific, USA) pro ovéfeni délky
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produktu PCR. Elektroforéza byla zapojena do zdroje napéti na 100 V na 20 minut,

nasledné byl gel vizualizovan pomoci UV transiluminatoru.

3.3.2. Tvorba knihovny sekvenci z lokality

Databazova varianta T-RFLP (Dickie & FitzJohn, 2007) vyZaduje vytvofeni
knihovny sekvenci cilového fragmentu z lokality, ve které se fylogenetickou analyzou
vymezi operacni taxonomické jednotky (OTU) pfitomné na lokalité¢ a tém se piifadi
urcité kombinace délek TRF. Délky TRF vzork z lokality se pak ptifadi k vytvofenym
OTU z knihovny sekvenci, coz umoznuje identifikaci taxond ptitomnych v daném

vzorku.

3.3.2.1. Amplifikace

Z extrakti DNA z 25 vzorkl kotena ze suchého travniku (B. media, B. pinnatum,
L. tenuifolium, S. recta) a 28 vzorkid zopusSténé¢ho pole (B. pinnatum, C. varia,
G. verum, 1. salicina, L. catharticum) byla specificky namnozena c¢ast velké
podjednotky (LSU) jaderné ribozomalni DNA (rDNA) AM hub, kterd obsahuje
variabilni domény D1 a D2. Vstupni DNA byla fedéna 1:10. Tato amplifikace probihala
ve dvou krocich podle Kriiger ef al. (2009), avSak ve 2. kroku byl jako pfimy pouzit
primer 250fd (Sykorova et al., 2012) umistény v konzervovaném useku LSU, ¢imz byl
ziskan fragment o délce 550 — 600 bp zahrnujici pouze LSU (Tab. 7; Tab. 8). PCR
produkty 1. kroku byly do 2. kroku fedény ddH>O v poméru 1:100 ddH,0O. Kompletni
piehled reak¢énich smési PCR 1. a 2. kroku a jednotlivych programi PCR reakci je
uveden v Tabulce 9 a 10. PCR reakce probihala v termocyklerech (Mastercycler,
Mastercycler pro S, Mastercycler gradient, Eppendorf, Némecko). Pfitomnost a dé¢lka
produktu PCR byla ovéfena elektroforézou na 1% agarézovém gelu po 2. kroku (po
1. kroku zpravidla nebyl produkt na gelu viditelny). Z produktti PCR (od kazdého 4 pl)

byly vytvoieny 4 smésné vzorky na kazdy biotop (suchy travnik a opusténé pole).
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Primer Sekvence Poznamka
SSUmAf1 5 -TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA-"3 (Krtiger et al., 2009)
SSUmMAf2 5 -TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA-"3 1. krok PCR, smés ptimych primeru
LSUmAr1 5'-GCTCACACTCAAATCTATCAAA-"3
LSUmMAr2 5'-GCTCTAACTCAATTCTATCGAT-'3 (Kriiger et al., 2009)
LSUmAr3 5 -TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA-'3 1. krok PCR, smés zpétnych primeru
LSUmAr4 5'-GCTCTTACTCAAACCTATCGA-"3
250fd 5'-AGTTGTTTGGGAWTGCAGCT-'3 (Sykorova et al., 2012), modifikovany
2. krok PCR, pfimy primer
LSUmBrY 5-AACACTCGCAYAYATGTTAGA-'3 (Kruiger et al., 2009), modifikovany
LSUmBr5 5’- AACACTCGCATATATGCTAGA-"3 2. krok PCR, zpétny primer
M13F 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3 | (Eurofins MGW Operon, Némecko); amplifikace
z klond, pfimy primer
M13R 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3 | (Eurofins MGW Operon, Némecko); amplifikace
z klond, zpétny primer

Tab. 7: Sekvence pouzitych primera.

. Objem
Primer
v reakci
SSU mAf1 100 uM (Fermentas, Litva) 5ul
SSU mAf SSU mAf2 100 uM (Fermentas, Litva) 5ul
ddH,o 90 pl
LSU mAr1 100 uM (Fermentas, Litva) 2,5 ul
LSU mAr2 100 uM (Fermentas, Litva) 2,5 ul
LSU mAr
LSU mAr3 100 uM (Fermentas, Litva) 2,5 ul
LSU mAr4 100 uM(Fermentas, Litva) 2,5 ul
ddH,o 90 pl
250fd 100 uM (Applied Biosystems, USA) 10 pl
250fd
ddH,o 90 pl
LSU mBr 100 uM (Applied Biosystems, USA) 5ul
LSU mBrd LSU mBr5 100 uM (Applied Biosystems, USA) 5ul
ddH,0 S0 ul

Tab. 8: Redéni a michani primer( do PCR reakci pro ziskani primeru

o koncentraci 10 uM v objemu 100 ul.
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Reakcni smés Objem v reakci
ddH,0 10,4 pl
10x Taq pufr KCL bez MgCl, (Fermentas, Litva) 2 ul
dNTPs (2mM) (Fermentas, Litva) 2 u
MgCl, (25mM) (Fermentas, Litva) 1,6 ul

§ Primer LSU mBrd/L (10uM) 1l
"5 | Primer 250fd/L (10uMm) 1l
: BSA (20ug/ ul) (Thermo Scientific, USA) 0,8 ul
Taq DNA polymeraza rekombinantni (5U/ ul) (Fermentas, Litva) 0,2 ul
Templat 1u
Celkovy objem 20 ul
ddH,0 10,4 pl
10x Taq pufr KCL bez MgCl, (Fermentas, Litva) 2 u
dNTPs (2mM) (Fermentas, Litva) 2 u
MgCl, (25mM) (Fermentas, Litva) 1,6 ul
§ Primer LSU mBrd/L (10uM) 1 ul
'§ Primer 250fd/L (10uM) 1w
=
™ | BsA (20ug/ 1) (Thermo Scientific, USA) 08 l
Taq DNA polymeraza rekombinantni (5U/ ul) (Fermentas, Litva) 0,2 ul
Templat - 100x fedény produkt 1. reakce 1
Celkovy objem 20 ul
H,O0 13,6 ul
PCR pufr bez MgCl, (10x) 2,5 ul
dNTPs (2mM) (Fermentas, Litva) 1,5 ul
2 MgCl, (25mM) (Fermentas, Litva) 1,5 ul
< [ Primer M13F (10uM) 04 ul
§ Primer M13R (10uM) 0,4 ul
Taq DNA polymeraza rekombinantni (5U/ ul) (Fermentas, Litva) 0,1 pl
Templat 5 ul
Celkovy objem 25 ul

Tab. 9: Reakéni smési pro PCR.
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Teplota| Cas
o denaturace 95°C 5 min
g denaturace 95°C 30s
:cé nasedani primerG | 60 °C 90s Pocet
i extenze 72 °C 2 min cykla 38
koneéna extenze |72°C 10 min
denaturace 95°C |[5min
s denaturace 95°C ([30s
% nasedani primert |{63°C |90s Pocet
i extenze 72°C |2 min cykla 35
koneéna extenze |72°C |30 min
denaturace 94°C |[5min
3 denaturace 94°C (30s
§ nasedani primert |54°C |30s Pocet
§ extenze 72°C |1min cyklt 34
konec¢na extenze |72°C |10 min

Tab. 10: Programy PCR reakci

3.3.2.2. Purifikace

PCR produkty byly pregistény Zymoclean™ Gel DNA Recovery kitem (Zymo
Research Corporation, USA) z 1,5% agar6zového gelu. Agardzovy gel (o objemu
40 ml) byl ptipraven z 0,60 g agardzy (Serva, Némecko), 40 ml 1x TAE pufru a 2 pl
EtBr. 30 pul smésného vzorku bylo naneseno na gel s ptidanim 4 pl BFB. Elektroforéza
byla pfipojena do zdroje o napéti 80 V a proudu 110 mA na 45 minut. Vizualizované
produkty PCR reakce byly pifimo v UV transilumindtoru vyfiznuty skalpelem a
preneseny do mikrozkumavek. Dale se postupovalo podle protokolu Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit (Zymo Research Corporation, USA). Purifikované produkty byly

zkontrolovany elektroforézou na 1% agarézovém gelu.
y g g

3.3.2.3. Klonovani

Jako hostitelské buniky pro klonovanou DNA byly vyuzity bunky bakterie
Escherichia coli. Pro kultivaci bakterii bylo potieba ptipravit Petriho misky s pevnym
LB (Luria - Bertani) médiem. Na ptipravu 1000 ml pevného LB média bylo potieba
10 g tryptonu BactoTryptone (BD, USA), 5 g kvasni¢niho extraktu SERVABacter
(Serva, Némecko), 10 g NaCl (Penta, CR), 15 g agaru (Serva, Némecko), ddH,O byla

doplnéna do zbyvajiciho objemu 1000 ml. Médium se rozvafilo a sterilizovalo.
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Po vychladnuti na 60° C bylo do média ptidino 2000 pl ampicilinu
(50 mg/ml ddH,0; Sigma - Aldrich, USA), 800 ul X-galu (5-brom-4-chlor-3-indolyl-3-
D-galaktopyranosid; 100 mg / ml v dimethylformamidu, Promega, USA); a 1000 pl
IPTG (izopropylthio-p-galaktosid; 100 mM, Sigma-Aldrich, USA). LB médium bylo
rozlito ve flow-boxu do Petriho misek.

Klonovani PCR produktt probéhlo za vyuziti protokolu pGEM-T Vector Systems
(Promega, USA). Fragment obsahujici zkoumanou sekvenci byl ligovany do plasmidu
pGEM - T Vektor pomoci T4 DNA ligdzy. MnoZstvi vkladaného inzertu bylo
vypocitano vzorcem: mnozstvi PCR produktu (ng) = [(délka inzertu (kb) /délka vektoru
(kb)] * 50 mnozstvi vektoru (ng). Mezi molarnim pomérem vkladaného inzertu a vektoru
byl pouzit pomér 2 : 1. Objem PCR produktu (x) do liga¢ni reakce byl prepocitan
z koncentrace konkrétniho vzorku. Mikrozkumavky s ligaéni smési (Tab. 11) byly

inkubovany ptes noc pii4 °C.

Na jednu ligacni reakci Standardni reakce | Pozitivni kontrola
2XRapid ligacni pufr 5ul 5ul
pPGEM-T Vektor (50ng)
1ul 1ul
(velikost vektoru 3000bp)
PCR produkt X ul
Kontrolni inzertni DNA 2 ul
T4 DNA Ligaza (3 Weiss jednotky) |1 ul 1w

doplnéni ddH,0 do celkového objemu 10 ul

Tab. 11: SlozZeni liga¢ni smési pro klonovani.

Transformace bun¢k JM109 (Promega, USA) probihala nasledujicim postupem:
25 pl rozmrazenych bunék bylo smichdno s 2 pl ligacni smési a inkubovano 20 minut
na ledu. Poté byly mikrozkumavky s buitkami ponofeny na 50 sekund do vodni lazné
s teplotou 42 °C a neprodlené¢ pieneseny na dvé minuty na led. Do kazdé
mikrozkumavky bylo pfidano 475 pl SOC média (Super Optimal Broth
pro katabolickou represi, Invitrogene, USA), s kterym byly mikrozkumavky inkubovany
za stalého tfepani (150 rpm) 1,5 hod ve 37 °C. 100 pl suspenze bunék bylo rozetfeno
na Petriho misce a inkubovano ptes noc ve 37 °C. Bile zbarvené kolonie byly
resuspendovany ve 20 ul ddH,O a denaturovany pii teplot¢ 95 °C 10 minut
pro naslednou amplifikaci inzertu. Zaroven byly oCislovany a pfeneseny na dalsi Petriho

misky s LB médiem a inkubovany ptes noc pti 37 °C. Amplifikace inzertl z klont
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probéhla podle reakénich smési a programu jednotlivych PCR reakei za pouziti primera
MI13F a M13R nasedajicich na vektor (Tab. 7; Tab. 9; Tab. 10). PCR produkty byly
zkontrolovany elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu a zaslany (v poctu 192
na biotop suchy travnik a 216 na opusténé pole) na sekvenaci (Sanger & Nicklen, 1977)
do firmy Macrogen (Jizni Korea).

Z klont zastupujici rizné délky TRF, byly ptipraveny glycerolové konzervy.
Konkrétni bakteridlni kolonie byla odebrana z Petriho misky a dana do zkumavky s 3 ml
tekutétho LB média (bez ptidavku agaru), do které¢ho byly pfidany 3 pl ampicilinu.
Zkumavky byly inkubovany pies noc na tifepacce. 850 ul bakterialni kultury bylo
napipetovano do mikrozkumavek a ptidano 150 pl 87% glycerolu. Glycerolové

konzervy byly zamrazeny a skladovany pfi teploté -70 °C.

3.3.2.4. Uprava sekvenci a konstrukce fylogenetického stromu

Sekvence klonit byly zobrazeny v programu Chromas Lite 2.1.1.
(Technelysium Pty Ltd., Australie), Spatné sekvence byly vyfazeny. Dal§i Uprava
sekvenci probéhla v programu BioEdit 7.2.0 (Hall, 1999), kde byly sekvence ofezany na
fragment ohrani¢eny pouzitymi primery (250fd a LSU mBrd). Sekvence byly testovany
na ptisluSnost ke skupiné Glomeromycota softwarem BLAST (Altschul et al., 1997).
V programu MAFFT (verze 6, http://maftt.cbrc.jp/alignment/server/) byl ze sekvenci
vytvofen alignment s penaltou za otevieni mezery 1,0. Chyb¢jici data byla oSetiena
vylou¢enim nukleotidovych pozic, které mély nizsi pokryti nez 15 %. Fylogeneticka
analyza byla vypracovana v programu Mega 5 (Tamura et al., 2011) distancni analyzou
metodou Neighbour-joining se stanovenim spolehlivosti za vyuziti neparametrické
techniky opakovaného vybéru ,bootstraping s 1000 opakovanimi a substitu¢niho
modelu Kimura. Metodou outgroup za pouziti taxonu Paraglomeraceae byl vytvotfen
zakotenény fylogeneticky strom. Nomenklatura pouzitd pii tvorbé fylogenetického
stromu byla pfevzata z http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/ a Kriiger et al.
(2012). Na zaklad¢ této fylogenetické analyzy bylo vymezeno 17 OTU. Nalezené OTU
byly zastoupeny v Sesti ¢eledich (Glomeraceae, Gigasporaceae, Claroideoglomeraceae,
Archaeosporaceae, Diversisporaceae, Paraglomeraceae) kmene Glomeromycota

(Obr. 6). Konstrukei fylogenetického stromu zpracovavala Mgr. Renata Slavikova.
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Obr. 6: Schematicky fylogeneticky strom vytvoreny z databdze sekvenci AM hub
na lokalité. Kazdé OTU je reprezentovana pouze dvéma aZz tfemi vybranymi
sekvencemi z lokality. Sedé ramecky znazorfuji OTU, které byly nalezené v kofenovych
vzorcich, bilé ramecky zndzornuji OTU, které nebyly nalezeny v kotenovych vzorcich
metodou T-RFLP.

3.3.3. Analyza vzorkii pomoci T-RFLP

Pro analyzu vybranych vzork z lokality byla pouzita metoda, kterd je podrobnéji
popsana v nasledujici podkapitole Analyza kofenovych vzorkl z lokality. Pro analyzu
kazdého vzorku byly vyuZity 4 elektroferogramy - ptedni a zadni TRF (rozeznatelné
délky pouzitym fluorescenéné znaCenym primertim) Stépené oddélené dvéma
restrikénimi enzymy Mbol (rozezndva sekvenci 5°..."GATC...”3) a Taql (rozeznava

sekvenci 5°...T*"CGA..."3).
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3.3.3.1. Analyza korenovych vzorkii z lokality

DNA extrahovana z 52 vzorktl ze suchého travniku a 25 vzorkl z opusténého pole
(Ptiloha 1) z lokality byla specificky namnozena dvoukrokou (nested) PCR. Vstupni
DNA byla fedéna 1:10. V prvnim kroku byly pouzity primery SSU mAf a LSU mAr,
ve druhém kroku fluorescenéné znac¢ené primery VIC - 250fd a 6 - FAM - LSU mBrd
(VIC - 4,7,2'-trichloro-7"-fenyl-6-karboxyfluorescein a 6 - FAM (6-karboxyfluorecein)
(Tab. 7). Podminky PCR reakci jsou uveden v Tabulce 10. Kazdy vzorek byl
amplifikovan v triplikatu (ve 3 oddélenych reakcich). Mezi prvnim a druhym krokem
PCR byly produkty fedény 1 : 100 ddH,O. Vysledné produkty byly zkontrolovany
za pouziti elektroforézy. Z kazdé ze tfi PCR reakci bylo pieneseno do jedné
mikrozkumavky 10 pl PCR produktu a byly pifiddny 4 pul BFB. PCR produkt byl
precistén Zymoclean™ Gel DNA Recovery kitem (Zymo Research Corporation, USA)
z 1,5% agardzového gelu. Purifikace PCR produktl byla ovéfena elektroforézou.

Purifikovany produkt byl rozdélen na dv€ poloviny a nastépen v oddélenych
reakcich obéma restrikénimi enzymy. Pro kazdy z enzymt byla ptipravena reakéni smés
(Tab. 12). 8 ul smési jednoho enzymu bylo pfidano k 8 pl produktu. Smés s enzymem
Mbol byla inkubovan v termocykleru 12 hodin pfti teploté 37 °C a 20 minut pii teploté
65 °C, smés s enzymem Taql 12 hodin pfi teploté 65 °C.

Enzym Mbol Objem v reakci | Enzym Taql Objem v reakci
Mbol (10U/ pl) Tagl (10U/ )
0,29 pl 0,29 pl
(MBI Fermentas, Litva) (MBI Fermentas, Litva)
10x Pufr R 10x Pufr Tagl”
1,6 ul 1,6 ul
(MBI Fermentas, Litva) (MBI Fermentas, Litva)
ddH,0 6,11 pl ddH,0 6,11 pl

Tab. 12: Reakéni smési pro 1 reakci restrikéniho Stépeni

Vzorky byly po ukonceni reakce zchlazeny na ledu a fedény 1:20. Pro ptipravu na
fragmentacni analyzu bylo ke 2 ul kazdého vzorku pfimichano 8 pl deionizovaného
formamidu a 0,25 pl standardu GeneScan™ 600 LIZ® Size Standard (Applied
Biosystems, USA). Analyza vzorkli probéhla v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK
na kapilarnim sekvenatoru 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).
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Kazdy vzorek byl analyzovdn ve dvou nezdvislych opakovanich pocinaje

amplifikaci cilového fragmentu v triplikatech.

3.3.3.2. Fakticka versus pozorovana délka TRF

VSsechny sekvence z databaze sekvenci z lokality byly podrobeny virtualnimu
Stépeni enzymy MBol a Taql vprogramu CLC Sequence View 6.8.1 (CLC bio,
Dénsko).

Faktickd délka TRF ziskana virtudlnim Stépeni sekvenci klont se vSak od délky
ziskané z kapilarniho sekvenatoru miZze liSit az o nékolik parti bazi. Rozdil mezi
faktickou a pozorovanou délkou fragmentu je zpusoben charakteristikami Stépeného
fragmentu jako tvorbou sekundarnich struktur, zastoupenim G + C (guanin a cytosin)
nukleotidovych part (Bukovska et al., 2010), délkou fragmentu, nebo mirnymi rozdily
v molekularni vaze zpisobené obsahem purinli a fluorescenénim znacenim fragmentu
(Kaplan & Kitts, 2003). Aby data z elektroferogramii byla porovnatelnd s daty
z databaze sekvenci, bylo nutné zjistit rozdil mezi faktickou a pozorovanou délkou TRF.

Bylo vybrédno celkem 30 klonl, které zastupuji rizné délky TRF ziskané
virtudlnim Stépeni databaze sekvenci. Tyto klony byly ozZiveny ze zamrazenych
glycerolovych konzerv a byla u nich provedena analyza T-RFLP (viz podkapitola
3.3.3.1))

Z pozorované délky TRF fragmenti o znamé faktické délce byl nasledné
vypocitan posun mezi faktickou a pozorovanou délkou TRF. Vyneseni rozdili délek
TRF do grafii pro kazdou kombinaci enzymu a ptedniho / zadniho TRF ukazalo, ze
piedni fluorescencni sonda (VIC) vice ovliviliovala migraci kratSich fragmentt (Obr. 9,
Obr. 10), zatimco zadni fluorescencni sonda (6 - FAM) ovliviiovala migraci fragmentt
nezavisle na jejich délce (Obr. 7, Obr. 8). Tato data poslouzila k vypoctu posunu mezi
faktickou a pozorovanou délkou, tzn. pro vypocet rozsahu pozorované délky fragmentu,
kterou Ize ocekavat pro kazdou faktickou délku fragmentu. Tento vypocet byl proveden
pro kazdou kombinaci enzymu a ptedniho / zadniho TRF zvlast.

Vypocet rozdilu pro obé kombinace enzym — zadni TRF (Obr. 7, Obr. 8) byl
nasledujici: ze zaznamenanych rozdill délky TRF faktické a TRF pozorované byl uréen
nejmensi (3,67 bp pro enzym Mbol a 3,80 bp pro enzym Taql) a nejvétsi (5,62 bp pro
enzym Mbol a 5,37 bp pro enzym Taql) posun mezi témito délkami. Od délky TRF
faktické byl odecCten nejmensi posun a nejveéts§i posun a tim ziskdno rozpéti délky,

ve kterém lze ocekavat pozorovanou délku TRF.
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Vynesené rozdily délek TRF

§ (kombinace Taql a zadni TRF)
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Fakticka délka TRF (bp)

Obr. 7: Vynesené rozdily pozorovanych a faktickych délek TRF u vybranych sekvenci
z databaze pfi kombinaci enzymu Tagl a zadniho TRF.

Vynesené rozdily délek TRF
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Fakticka délka TRF (bp)

Obr. 8: Vynesené rozdily pozorovanych a faktickych délek TRF u vybranych sekvenci
z databaze pfi kombinaci enzymu Mbol a zadniho TRF.

Vypocet rozdilu pro obé kombinace enzym - pfedni TRF byl néasledovny: z grafu
byla metodou linearni regrese urena rovnice regresni pitimky (y = ax + b), kdy y je
rozdil mezi faktickou a pozorovanou délkou pro kazdou faktickou délku TRF x.
Od vsech faktickych délek v databazi byl odecten posun dany regresni ptimkou. Dale
byla spocitdna vzdalenost jednotlivych bodl (pozorovanych rozdilti v délkach TRF, viz

|aza + bya + ]

Obr. 9 a 10) od regresni piimky pomoci vzorce v=—7===— a byly uréeny

maximalni vzdalenosti bodl od pfimky (smérem nahoru a dolit). Rozpéti mezi nimi
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urcuje Sitku intervalu daného nadhodnou variabilitou, v kterém lze o¢ekavat pozorované

délky pro urcitou faktickou délku TRF. Tyto maximalni vzdalenosti pak byly pfiteny

(smérem nahoru) a odecteny (smérem doli) od posunu spocitaného pomoci regresni

piimky a vznikl tak interval, v kterém lze ocekéavat pozorované¢ délky pro kazdou

faktickou délku fragmentu.

Vynesené rozdily délek TRF

(kombinace Taql a pfedni TRF)
4,5 -
4,0 - X
3,5 A X % 3%(
3,0 PR~y
2,5 -
2,0
1,5 - X

0,5 -

y=-0,0178x + 8,2767

R%=0,5006

Rozdil délky TRF
fakticka - pozorovana (bp)

0,0 T T
250

Fakticka délka TRF (bp)

400

Obr. 9: Vynesené rozdily pozorovanych a faktickych délek TRF u vybranych sekvenci z

databdze pti kombinaci enzymu Taqgl a predniho TRF.
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Obr. 10: Vynesené rozdily pozorovanych a faktickych délek TRF u vybranych sekvenci z

databdze pti kombinaci enzymu Mbol a predniho TRF.

Pro nestépené sekvence nesouci obé fluorescencni barviva, bylo na zéakladé

pozorovani ,,pik(*“ v elektroferogramech urceno specifické rozpéti, ve kterém se

pohybuje nestépena délka sekvence. Vysledna rozpéti pro kazdou kombinaci enzymu a
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piedni / zadni TRF byla zadana do programu GeneMapper, pouzivaného pro zpracovani

dat z elektroferogrami (viz kapitola 3.3.4) jako takzvané "biny".

3.3.3.3. OTU spadajici do vymezenych rozsahti délek TRF
Jednotlivym OTU byly na zaklad¢ sekvenci z databaze ptirazeny faktické délky

TRF a odpovidajici rozpéti pozorovanych délek. Kazdé¢ OTU bylo tedy

charakterizovdno Ctyfmi

ptedniho / zadniho TRF (Tab. 13). VétSin€ OTU vSak bylo, diky variabilité sekvenci

rozpétimi délek pro kaZdou kombinaci enzymu a
v ramci OTU ptifazeno vice rozpéti délek pro kazdou kombinaci enzymu a TRF. Tato
rozpéti piifazena k jednotlivym OTU byla zdkladem pro rozliSeni a identifikaci taxonti

AM hub z kotenovych vzorkt (viz podkapitola 3.3.4.).

Kombinace rozpéti délek TRF, ve kterych se vyskytuji pozorované délky TRF
ptifazené k jednotlivym OTU
Mbol +piedni TRF | Mbol + zadni TRF | Taql + pfedni TRF | Taql + zadni TRF
OoTu 1 191,90 - 195,58 142,38 - 147,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
318,86 - 330,03 97,38 - 99,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
318,86 - 330,03 102,38 - 108,33 315,88 - 329,07 53,63 - 55,20
318,86 - 330,03 142,38 - 147,33 315,88 - 329,07 60,63 - 62, 20
318,86 - 330,03 142,38 - 147,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
318,86 - 330,03 142,38 - 147,33 315,88 - 329,07 197,63 - 200,20
318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 102,58 - 105,62 95,63 - 105,20
318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 315,88 - 329,07 240,63 - 245,20
318,86 - 330,03 198,38 - 201,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
360,51 - 369,64 142,38 - 147,33 315,88 - 329,07 95,63 - 105,20
360,51 - 369,64 150,38 - 156,33 461,12 - 463,15 95,63 - 105,20
OTuU 2 318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 333,14 - 335,17 108,63 - 116,20
318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 333,14 - 335,17 230,63 - 237,20
OoTuU 3 318,86 —-330,03 150,38 - 156,33 184,85 - 187,89 373,63 -377,20
360,51 — 369,64 150,38 - 156,33 184,85 - 187,89 350,63 — 353,20
360,51 — 369,64 150,38 - 156,33 184,85 - 187,89 373,63 -377,20
360,51 — 369,64 198,38 — 201,33 184,85 - 187,89 373,63 -377,20
360,51 — 369,64 150,38 - 156,33 184,85 - 187,89 384,63 — 386,20
OoTU 4 356,44 - 358,47 113,38 - 116,33 355,49 - 357,51 144,63 - 146,20
OTU S 281,28 - 292,45 192,38 - 196,33 315,88 - 329,07 190,63 - 195,20
281,28 - 292,45 192,38 - 196,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
281,28 - 292,45 258,38 - 261,33 279,31 - 296,57 240,63 - 245,20
294,49 - 297,53 192,38 - 196,33 279,31 - 296,57 129,63 - 133,20
294,49 - 297,53 258,38 - 261,33 279,31 - 296,57 129,63 - 133,20
oTuU 6 318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 279,31 - 296,57 108,63 - 116,20
318,86 - 330,03 150,38 - 156,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
oTu7 242,69 - 244,71 150,38 - 156,33 315,88 - 329,07 240,63 - 245,20
OoTuU 8 91,90 - 195,96 150,38 - 156,33 315,88 - 329,07 230,63 - 237,20
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OTU 9 281,28 - 292,45 113,38 - 116,33 184,85 - 187,89 108,63 - 116,20
281,28 - 292,45 192,38 - 196,33 279,31 - 296,57 108,63 - 116,20
281,28 - 292,45 192,38 - 196,33 184,85 - 187,89 190,63 - 195,20
281,28 - 292,45 192,38 - 196,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
OTU 10 281,28 - 292,45 198,38 - 201,33 184,85 - 187,89 197,63 - 200,20
281,28 - 292,45 198,38 - 201,33 279,31 - 296,57 197,63 - 200,20
281,28 - 292,45 150,38 - 156,33 279,31 - 296,57 240,63 - 245,20
303,63 - 308,70 258,38 - 261,33 184,85 - 187,89 197,63 - 200,20
303,63 - 308,70 258,38 - 261,33 279,31 - 296,57 197,63 - 200,20
303,63 - 308,70 258,38 - 261,33 279,31 - 296,57 230,63 - 237,20
303,63 - 308,70 239,38 - 241,33 184,85 - 187,89 240,63 - 245,20
318,86 - 330,03 198,38 - 201,33 315,88 - 329,07 197,63 - 200,20
318,86 - 330,03 198,38 - 201,33 367,68 - 372,75 197,63 - 200,20
318,86 - 330,03 239,38 - 241,33 315,88 - 329,07 240,63 - 245,20
318,86 - 330,03 239,38 - 241,33 550,03 - 556,75 570,03 - 577,75
318,86 - 330,03 239,38 - 241,33 570,03 - 577,75 570,03 - 577,75
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 279,31 - 296,57 230,63 - 237,20
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 184,85 - 187,89 240,63 - 245,20
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 279,31 - 296,57 240,63 - 245,20
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 315,88 - 329,07 240,63 - 245,20
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 176,73 - 178,75 271,63 - 277,20
OTU 11 318,86 - 330,03 131,38 - 133,33 246,81 - 248,83 271,63 - 277,20
OTU 12 173,62 - 175,64 102,38 - 108,33 215,32- 218,36 271,63 - 277,20
191,90 - 195,96 102,38 - 108,33 180,79 - 183,83 95,63 - 105,20
191,90 - 195,96 268,38 - 270,33 180,79 - 183,83 95,63 - 105,20
191,90 - 195,96 102,38 - 108,33 279,31 - 296,57 95,63 - 105,20
191,90 - 195,96 102,38 - 108,33 279,31 - 296,57 271,63 - 277,20
281,28 - 292,45 102,38 - 108,33 267,12 - 269,15 95,63 - 105,20
281,28 - 292,45 102,38 - 108,33 251,89 - 253,91 95,63 - 105,20
281,28 - 292,45 102,38 - 108,33 279,31 - 296,57 95,63 - 105,20
281,28 - 292,45 268,38 - 270,33 279,31 - 296,57 95,63 - 105,20
294,49 - 297,53 102,38 - 108,33 279,31 - 296,57 95,63 - 105,20
OTU 13 191,90 - 195,96 320,38 - 322,33 188,92 - 190,94 271,63 - 277,20
191,90 - 195,96 360,38 - 362,33 188,92 - 190,94 271,63 - 277,20
191,90 - 195,96 320,38 - 322,33 279,31 - 296,57 271,63 - 277,20
554,55 - 572,39 554,55 - 572,39 279,31 - 296,57 271,63 - 277,20
234,56 - 236,58 320,38 - 322,33 279,31 - 296,57 271,63 - 277,20
OTU 14 356,44 - 358,47 113,38 - 116,33 355,49 - 357,51 144,63 - 146,20
OTU 15 360,51 - 369,64 192,38 - 196,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
OTU 16 360,51 - 369,64 81,38 - 83,33 279,31 - 296,57 108,63 - 116,2
360,51 - 369,64 81,38 - 83,33 180,79 - 183,83 190,63 - 195,20
360,51 - 369,64 150,38 - 156,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
360,51 - 369,64 81,38 - 83,33 279,31 - 296,57 190,63 - 195,20
471,22 - 473,24 77,38 - 79,33 215,32- 218,36 108,63 - 116,2
OTU 17 519,97 - 522,00 514,38 - 516,33 378,85 - 380,87 129,63 - 133,20

Tab. 13: Shrnuti vSech rozpéti délek TRF, ve kterych se pohybuje pozorovand
délka TRF. Jednotlivé OTU jsou pfifazeny ke kombinaci vidy 4 konkrétnich
rozpéti délek TRF (pro oba enzymy + pfedni / zadni TRF) a téchto kombinaci
muze byt pro jednotlivé OTU vice.
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3.3.4. Zpracovani a vyhodnocovani dat

Ke zpracovani dat byl pouzit program GeneMapper” Software (Applied
Biosystems, USA). Pro analyzu kazdého vzorku byly vyuzZity 4 elektroferogramy
(ptedni a zadni TRF po oddéleném Stépeni dvéma restrikénimi enzymy). Podle tabulek
v Ptiloze 2 a 3 byl v programu vytvoien soubor "binl" pro kazdou kombinaci enzym —
TRF (ptfedni / zadni), tzn. celkem 4 soubory "bini". Tyto soubory ,,bini“ slouZzily
k automatickému vytvofeni matice piitomnosti ¢i nepfitomnosti ,,pika“ v téchto
délkovych intervalech v rezimu analyzy "AFLP". ,Piky* nachazejici se mimo ,,biny*
nebyly brany v potaz.

Elektroferogramy, které obsahovaly ,,piky* v rozmezi intenzity 100 - 10 000 RFU
byly zahrnuty do analyzy. Vzorky, které nespliiovaly tuto podminku, byly ptfipraveny
znovu. Nastaveni programu pro pievedeni ,piki*“ do matice bylo nasledovné:
normalizaéni algoritmus byl nastaven na celkovou sumu signalu, normalizace probihala
zaroven v celém projektu, detek¢ni limit pro detekci a zaznamenani ptfitomnosti ,,piku
v "binu" byl nastaven na 25 RFU, jako velikostni standard byl vybran LIZ 600, soubor
"bind" byl nastaven podle toho, jaka kombinace enzym - TRF (pfedni / zadni) se pravée
analyzovala, dale bylo ponechano defaultni nastaveni. Ve vysledné¢ matici byl vyskyt
alespoii jednoho ,,piku® v "binu" kédovan jako 1, absence ,,piku* v "binu" jako 0. VSech
52 vzorkl ze suchého travniku a 25 vzorkili z opusténého pole, kazdy ve dvou
nezavislych stanovenich, bylo analyzovano sou€asné v jednom projektu.

Pro dal$i vyhodnoceni pak byla slouena data z obou nezavislych stanoveni
na vzorek tak, ze byla brana v uvahu spole¢nd mnozina ,bint*“ s kodem 1 v obou
vzorcich. Nasledné vyhodnocovani dat probéhlo v programu R 3.0.2. (http://www.R-
project.org) v balicku TRAMPR 1.0-7 (Fitzjohn & Dickie, 2007). Zde se postupovalo
podle manudlu z webovych stranek programu (http://cran.r-
project.org/web/packages/ TRAMPR/index.html). Nejprve byla vytvofena databaze
OTU s pfiftazenymi velikostmi TRF (4 rozméry — ptedni / zadni TRF a dva enzymy).
Na zékladé podobnosti ve vSech 4 rozmérech délek TRF byly nasledné pfitazeny
odpovidajici délky TRF ze vzorkt. Timto zplisobem byla vytvofena matice pritomnosti

nebo neptitomnosti OTU ve vzorku.

3.3.5. Statisticka analyza T-RFLP

Data o druhové bohatosti byla zpracovana jednocestnou a faktoridlni analyzou

variance (ANOVA). Na urfeni homogenity rozptylu byl pouzit Levenlv test
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homogenity rozptylu (Levene, 1960). Na ur¢eni normalniho rozloZeni dat byl pouzit
Shapiro - Wilkav test normality (Shapiro & Wilk, 1965). Pro mnohondsobné porovnani
rozdild stfednich hodnot byl pouzit multikomparativni Tukey HSD test
(Meloun & Militky, 2006). Celkové zhodnoceni sloZeni spoleCenstva AM hub bylo
zpracovano pomoci mnohorozmérnych analyz v programu Canoco 5 (Lep$ & Smilauer,
2003). Mnohorozmérna analyza byla provedena metodou detrendované korespondenc¢ni
analyzy (DCA) a nasledn¢ kanonickou korespondencni analyzou (CCA) s vylouc¢enim

OTU 14 z diivodu nizkého vyskytu.
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4. VYSLEDKY

Diplomova prace byla svymi tématy roz¢lenéna na dvé casti, které si kladly
odlisné otdzky. Proto jsou i1 vyhodnoceni nddobového experimentu a molekuldrni

charakteristiky spolecenstev AM hub zpracovana zvlast na jednotlivé podkapitoly.

4.1. Vyhodnoceni sklenikového nadobového experimentu

Ze sklenikového nadobového experimentu byla vyhodnocena kolonizace AM hub
v kofenech, namérend nadzemni a kofenova biomasa a koncentrace fosforu v biomase
rostlin. Z ristovych parametra rostlin byly néasledné vypocitany mykorhizni odpovédi

rostlin v téchto parametrech.

4.1.1. Kolonizace

Nejvyssi intenzita kolonizace AM hub v kofenech byla zjisténa u paru A. amellus
vyznamné ovlivnil kolonizaci kotenti u druhlt B. media a I. salicina. U téchto druhi
rostlin vedla inokulace spolecenstvem ze suchého travniku k vyssi kolonizaci nez
inokulace spolecenstvem opusténé¢ho pole. Pivod pidy mél statisticky vyznamny vliv
na kolonizaci pouze u druhu 1. salicina. Kolonizace byla vyssi v ptidé z opusténého pole
nez v pudé ze suchého travniku, rozdil se vSak neprojevil v mnohonasobnych

porovnanich (Tab. 14).

Kolonizace - M (%)

Pada: Inokulace: B. B. A. I P. S.
media pinnatum amellus salicina | grandiflora | recta
Suchy SST 37a 31 86 82 ab 63 73
travnik SOP 29b 25 88 76 b 65 65
Opusténé SST 37a 29 87 87 a 71 80
pole SOP 28b 32 85 83 ab 66 69
Hladina signifikace (hodnota F)
Faktory: B. B. A. l. P. S.
media pinnatum amellus salicina | grandiflora | recta
Puda (A) n.s. n.s. n.s. *ok n.s. n.s.
(0,040) (0,538) (0,292) | (10,779) (2,028) (0,237)
Inokulace (B) *ok n.s. n.s. *ok n.s. n.s.
(8,030) (0,094) (0,001) (8,829) (0,162) (0,091)
AxB n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
(0,018) (1,640) (0,958) (0,245) (0,2164) | (0,281)
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Tab. 14: Vliv pady a inokulace na kolonizaci kofeni AM houbami u jednotlivych
druhd rostlin. Cisla jsou prdméry z9 - 10 opakovani. Rozdilnd pismena u variant
oznacuji odlisné varianty na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

SST - spolecenstvo suchého travniku, SOP - spolecenstvo opusténého pole, NM —
nemykorhizni kontrola. V tabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkach) a hladiny
vyznamnosti podle dvoucestné analyzy variance: *p<0,05; **p<0,01;
*** p <0,001; n .s. neni signifikantni (p > 0,05).

4.1.2. Nadzemni sucha biomasa

U vSech zkoumanych rostlinnych druhGt byla nadzemni suSina statisticky
vyznamné ovlivnéna faktorem piida (Tab. 15). Tento vliv spocival v obecné vyssi
nadzemni biomase rostlin rostouci v pid¢ ze suchého trdvniku nez v ptidé z opusténého
pole. Mnohondsobnd porovnani prokéazala signifikantni rozdil mezi pidami bud
ve vSech inokulacnich variantach (B. media, B. pinnatum), pouze v inokulovanych
variantach (4. amellus, 1. salicina) nebo pouze u neinokulovanych rostlin
(P. grandiflora, S. recta) (Obr. 11). Vliv faktoru inokulace byl prikazny u vSech
rostlinnych druhti kromé B. media. Spocival ve vy$s§i nadzemni biomase inokulovanych
rostlin ve srovnani s rostlinami neinokulovanymi (nemykorhiznimi). Rozdil mezi
obéma inokuly (ze stran¢ a z opusténého pole) byl zjistén pouze u druhu P. grandiflora,
kde rostliny v pidé ze suchého travniku rostly Iépe s inokulem z opusténého pole nez
s inokulem ze suchého travniku (Obr. 11; e). U druhu S. recta byl vliv inokulace, a¢
prukazny, velmi maly a v mnohonasobnych porovnanich se témét neprojevil
(Obr. 11; f). Pouze u druhu 4. amellus byla statisticky prikazna interakce obou faktora
(pidy a inokulace) (Tab. 15). Ta spocivala ve vyrazné vétSim vlivu inokulace v ptdé

ze suchého travniku nez v ptidé€ z opusténého pole.
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Obr. 11 (a, b, ¢, d, e, f): Vliv pidy a inokulace na hmotnost nadzemni suché
biomasy u jednotlivych druhl rostlin. Sloupce zndzoriuji priméry z9 - 10
opakovani (u druhu A. amellus v nemykorhiznich variantach pouze 4 opakovani) a
usecky smérodatné odchylky. Rozdilnd pismena u variant oznacuji odliSné varianty

na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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SST - spolecenstvo suchého travniku, SOP - spolecenstvo opusténého pole, NM
— nemykorhizni kontrola

Hladina signifikace (hodnota F) - nadzemni sucha biomasa (g)

Faktory: B. media | B. pinnatum | A. amellus | I. salicina | P. grandiflora | S. recta

Pada (A) * % % * % % * % % * % % ** (8,080) * % %
(110,324) (34,110) (38,695) (24,936) (28,924)

Inokulace n.s. *kx *kk *kk **%* (56,813) *

(B) (0,571) (31,476) (37,005) (59,427) (3,756)

AxB n.s. n.s. (0,177) | ** (6,715) n.s. n.s. (0,811) n.s.
(1,481) (2,269) (2,298)

Tab. 15: Vliv jednotlivych faktor( a jejich interakce na hmotnost nadzemni suché
biomasy rostlin. V tabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkdch) a dosazené
hladiny vyznamnosti: * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; n. s. neni signifikantni
(p>0,05).

4.1.3. Korenova sucha biomasa

Faktor piida mél statisticky vyznamny vliv u vSech druhi zkoumanych rostlin
(Tab. 16), ktery spocival v obecné vyssi kofenové biomase rostlin rostouci v pidé
ze such¢ho travniku. Mnohondsobna porovnani ukazala rozdil v kofenové biomase
u vSech inokula¢nich variant (B. media), v obou variantach s pridavkem inokula
(A. amellus), vjedné zvariant s pridavkem inokula (I salicina), pouze
u nemykorhiznich kontrol (B. pinnatum, S. recta) nebo vibec (P. grandiflora) (Obr. 12).

Faktor inokulace mél rovnéz statisticky vyznamny vliv u vSech zkoumanych
rostlinnych druhti. Ne vSechny inokulované varianty vSak mély vyssi kofenovou suSinu
nez neinokulované kontroly dle mnohonasobnych porovnani (naptiklad B. media a
S. recta) (Obr. 12; a, ). U paru P. grandiflora a S. recta byla kotenova biomasa vyssi
pi1 inokulaci spolecenstvem z opusténého pole nez spoleCenstvem suchého travniku
nezavisle na ptde, v které byly rostliny péstovany, u druhu B. pinnatum byla situace
opacna (Obr. 12; b, e, f). Mnohonasobna porovnani u druhu B. media nezjistila Zadny
prokazatelny rozdil v kofenové biomase, piestoze byl prokdzan statisticky vyznamny
vliv inokulace, 4. amellus méla prokazatelny rozdil v biomase pouze u nemykorhiznich
variant. Mnohondasobna porovnani inokulacnich variant ukazala rozdil v kofenové
biomase pii ristu na obou pudach (S. recta), pouze v pudé ze suchého travniku
(B. pinnatum, P. grandiflora) nebo pouze v pudé zopusténého pole (I. salicina)

(Obr. 12).
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Statisticky vyznamna interakce obou faktorti byla zjisténa u druhi B. media,
A. amellus, 1. salicina a S. recta (Tab. 16). U B. media tato interakce spocivala
v odlisnych trendech vlivu inokulace v obou pidach, které vSak nebyly prikazné
mnohonasobnych porovnanich. U A. amellus, shodn¢ s jeji nadzemni biomasou, stejné
jako u druhu 1. salicina spocivala ve vyrazné vétsim vlivu inokulace v piid¢ ze suchého

travniku nez v pudé z opusténého pole.
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Obr. 12 (a, b, ¢, d, e, f): Vliv pldy a inokulace na hmotnost suché kofenové biomasy
u jednotlivych druhl rostlin. Sloupce znazornuji priméry z9 - 10 opakovani
(udruhQ A. amellus a P. grandiflora v nemykorhiznich variantach pouze 4 - 7
opakovani) a Usecky smérodatné odchylky. Rozdilnd pismena u variant oznacuji
odlisné varianty na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

SST - spolecenstvo suchého travniku, SOP - spolecenstvo opusténého pole, NM —
nemykorhizni kontrola

Hladina signifikace (hodnota F) — sucha kofenova biomasa (g)
Faktory: | B. media | B. pinnatum | A. amellus | I. salicina | P. grandiflora | S. recta
Puda (A) *Ex *%* (23,368) *Ex *EX * (4,095) *
(92,318) (41,386) | (51,125) (4,037)
Inokulace * *%* (31,256) *Ex *EX *%* (34,887) *Ex
(B) (3,824) (81,574) | (46,418) (7,951)
AxB * n.s. (0,934) **(5,363) *k n.s. (1,635) *
(3,371) (6,204) (6,596)

Tab. 16: Vliv jednotlivych faktord a jejich interakce na hmotnost suché korenové

biomasy rostlin. V tabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkach) a hladiny

vyznamnosti: * p <£0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; n. s. neni statisticky vyznamné
odlisny (p > 0,05).

4.1.4. Koncentrace fosforu v nadzemni biomase rostlin

Faktor ptida mél na koncentraci fosforu v nadzemni biomase statisticky vyznamny
vliv u vSech druhti rostlin (Tab. 17). Obecné byla koncentrace fosforu vyssi u rostlin
péstovanych v padé z opustén¢ho pole nez u rostlin v pidé ze suchého travniku.
Mnohonasobna porovnani prokazala statisticky vyznamny rozdil mezi pidami pouze

v inokulovanych variantdch (Obr. 13). Vliv faktoru inokulace byl prikazny u dvou
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rostlinnych para (B. media, B. pinnatum a P. grandiflora, S. recta) (Tab. 17) a spocival
ve vyssi koncentraci fosforu v nadzemni biomase u rostlin inokulovanych nez u rostlin
kontrolnich. Rozdil mezi inokuly se projevil pouze u B. pinnatum a S. recta (Obr.
13; b, f). Druh B. pinnatum péstovany v pudé¢ z opusténého pole mél s inokulem
z opusténého pole vyssi koncentraci fosforu nez s inokulem ze suchého travniku.
Naopak druh S. recta mél vpidé ze suchého travniku vyssi koncentraci fosforu
pti inokulaci spole¢enstvem ze suchého travniku nez spolecenstvem z opusténého pole.
Interakce mezi obéma faktory byla statisticky vyznamna u druhd B. media, B. pinnatum

a P. grandiflora (Tab. 17; a, b, ¢). Interakce vzdy spocivala ve vétsim vlivu inokulace

v pudé z opusténého pole nez v puidé ze suchého travniku.
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Obr. 13 (a, b, ¢, d, e, f): Vliv pldy a inokulace na koncentraci fosforu v nadzemni
biomase jednotlivych druh( rostlin. Sloupce znazoriuji priméry z 9 - 10 opakovani
(u druhu A. amellus pouze 2 - 4 opakovani a u P. grandiflora 6 - 9 opakovani
v nemykorhiznich variantdch) a uUsecky smérodatné odchylky. Rozdilna pismena
u variant oznacuji odlisné varianty na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

SST - spolecenstvo suchého travniku, SOP - spolecenstvo opusténého pole, NM —
nemykorhizni kontrola

Hladina signifikace (hodnota F) - obsah fosforu v suché nadzemni biomase (mg/kg)
Faktory: B. media | B. pinnatum | A. amellus | I. salicina | P.grandiflora | S. recta
(20,738) (48,224) (16,460) (8,467)

Inokulace *kx *kx n.s. (2,324) n.s. *** (63,708) *okx
(B) (61,693) | (33,444) (2,203) (92,213)

AXxB *kE *kE n.s. (0,493) n.s. * (4,626) n.s.
(8,210) (10,657) (1,216) (2,483)

Tab. 17: Vliv jednotlivych faktorl a jejich interakce na obsah fosforu v nadzemni
biomase rostlin (mg/kg). V tabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkach) a
hladiny vyznamnosti: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; n. s. neni statisticky
vyznamné odlisny (p > 0,05).

4.1.5. Mykorhizni odpovéd

Mykorhizni odpovéd’ je parametrem, ktery ndm umoziiuje porovnat jednotlivé
druhy rostlin mezi sebou v métenych parametrech, které jsou mezi druhy rostlin odlisné
(Jako jsou naptiklad hmotnost nadzemni suché biomasy, hmotnost kotfenové suché
biomasy, ptijem fosforu). Z mykorhizni odpovédi lze odvodit, kolikrat byla mykorhizni

rostlina v méfeném parametru mensi/ vétsi nez rostlina kontrolni nemykorhizni.
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Faktor ptida statisticky prokazateln¢ ovlivnil mykorhizni odpovéd nadzemni
biomasy a mykorhizni odpovéd piijmu fosforu uvSech rostlin zahrnutych
do experimentu kromé¢ druhu /1. salicina, jehoz mykorhizni odpovéd’ nebyla ovlivnéna
ani jednim z experimentalnich faktorti nebo interakci mezi nimi (Tab. 18). Mykorhizni
odpovéd’ byla obecné vétsi u rostlin rostouci v pade z opusténého pole nez v puadé
ze suchého travniku a to u obou typti odpovédi (Obr. 14, Obr. 15).

Faktor inokulace, ktery zde, na rozdil od ptedchozich analyz, zahrnuje pouze
rozdily mezi obémi typy inokul, ne vSak rozdily mezi inokulovanymi a neinokulovanou
variantou, statisticky vyznamné ovlivnil mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy
u druht B. pinnatum a P. grandiflora a mykorhizni odpovéd’ piijmu fosforu u druhu
S. recta (Tab. 18). U druht S. recta a B. pinnatum byla mykorhizni odpovéd’ obecné
veétsi v ptipadé inokulace spoleCenstvem ze suchého travniku nez pti inokulaci
spolecenstvem z opusténého pole. U druhu P. grandiflora byla zaznamendna vétsi
mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy na inokulum z opusténého pole (Obr. 14; e).
Interakce mezi faktory pida a inokulace byla statisticky prikaznd u mykorhizni
odpovédi ptijmu fosforu u druhu B. pinnatum (Tab. 18; b) - spocivala ve vétsi
mykorhizni odpovédi pfi inokulaci spoleCenstvem opusténého pole nez spolecenstvem
ze suchého travniku pfi kultivaci rostlin v pid€ z opusStén¢ho pole, ne vSak v pudé
ze suchého travniku.

Porovnani mykorhiznich odpovédi nadzemni biomasy a piijmu fosforu
na jednotku biomasy ukézalo u paru B. media a B. pinnatum vy$$i mykorhizni odpoveéd’
piijmu fosforu nez rtstu (Obr. 14, Obr. 15). Napiiklad u rostliny B. media byla
mykorhizni odpovéd’ piijmu fosforu ptiblizné¢ 130 % v pud€ z opustén¢ho pole (coz
odpovidd tomu, Ze inokulované rostliny mély az 2,3krat vysSi piijem fosforu
na jednotku nadzemni biomasy nez nemykorhizni kontroly) a ptiblizné¢ 55 % v ptdé
ze suché¢ho travniku, ale mykorhizni odpovéd nadzemni biomasy byla v puadé
z opusténého pole pouze kolem 6 % a v pad¢ ze suché¢ho travniku dokonce zadporna (coz
odpovida tomu, ze inokulované rostliny péstovan¢ v pudé ze suchého travniku byly
mensi nez rostliny neinokulované). Naopak par 4. amellus a I. salicina m¢l
mnohondsobné¢ vyS§i mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy nez odpoveéd piijmu
fosforu, ktera byla u A. amellus dokonce zdporna (v ptipad¢ péstovani rostlin v ptude
ze suchého travniku az -40 %). Mykorhizni odpovéd nadzemni biomasy dosahovala
v piipad¢ ristu rostlin na opusténém poli az ptiblizn€ 1100 %, coz odpovida tomu, ze

inokulované rostliny mély az 12 krat vétsi nadzemni suSinu nez rostliny neinokulované.
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Také druh P. grandiflora mél vétsi mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy (v padé

z opusténého pole dosahovala hodnot kolem 1000 %, na suchém travniku pouze kolem

100 %) a mens$i mykorhizni odpovéd v pfijmu fosforu. Naopak tomu bylo u druhu

S. recta, kde mykorhizni odpovéd’ prijmu fosforu prevySovala mykorhizni ristovou

odpoved:.
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Obr. 14 (a, b, c, d, e, f): Vliv pldy a inokulace na mykorhizni odpovéd nadzemni
suché biomasy ujednotlivych druh( rostlin. Sloupce znacdi primér z 10
opakovani a usecky smérodatné odchylky. Rozdilnd pismena u variant oznacuji
odlisné varianty na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

SST-spolecenstvo suchého travniku, SOP- spolecenstvo opusténého pole
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Obr. 15 (a, b, ¢, d, e, f): Vliv plidy a inokulace na mykorhizni odpovéd' pfijmu
fosforu na jednotku nadzemni suché biomasy u jednotlivych druhl rostlin.
Sloupce znazornuji primér z9 - 10 opakovani a usecky smérodatné odchylky.
Rozdilnd pismena u variant oznacuji odliSné varianty na hladiné
vyznamnosti p < 0,05.

SST-spolecenstvo suchého travniku, SOP- spolecenstvo opusténého pole

a) Hladina signifikace (hodnota F) - mykorhizni odpovéd (nadzemni sucha biomasa)

faktory: B. media | B. pinnatum | A. amellus | I. salicina | P. grandiflora | S. recta

Pﬁda (A) * %k %k %k %k %k %k n.s. %k %k %k %k %k
(4,981) (33,479) (40,903) (3,748) (218,385) (12,055)

Inokulace (B) n.s * (4,404) n.s. n.s. **(9,748) n.s.
(0,598) (1,189) (1,806) (2,374)

AxB n.s. n.s. (0,225) n.s. n.s. n.s. (3,475) n.s.
(1,474) (1,512) (3,486) (0,986)

b) Hladina signifikace (hodnota F) - mykorhizni odpovéd (pfijem fosforu)

faktory: B.media | B. pinnatum | A. amellus | I. salicina | P. grandiflora | S. recta

Puda (A) *EX *Ex *EX n.s. *%* (44,307) *k
(66,562) (25,649) (22,514) (0,030) (9,847)

Inokulace (B) n.s. n.s. (2,389) n.s. n.s. n.s. (0,281) *kk
(0,422) (0,960) (2,165) (24,518)

AxB n.s. **(10,891) n.s. n.s. n.s. (0,521) n.s.
(0,000) (1,030) (3,532) (0,724)

Tab. 18 (a, b): Vliv jednotlivych faktord a jejich interakce na mykorhizni odpovéd
rostlin. V tabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zdvorkach) a hladiny vyznamnosti:
*p<0,05 **p<0,01; ***p<0,001; n. s.neni statisticky vyznamné odliSny
(p>0,05).

V mykorhizni odpovédi kofenové biomasy se u vSech experimentalnich rostlin

kromé 1. salicina projevil statisticky vyznamny vliv faktoru ptada (Tab. 19). Obecny
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trend ukazuje, stejné jako u nadzemni biomasy, vys$si mykorhizni odpovéd” kotfenové
biomasy u rostlin péstovanych v pid¢ zopusténého pole (Obr. 16). Na rozdil
od nadzemni biomasy byl vSak rast kofenl u vétSiny rostlin prokazatelné ovlivnén i
faktorem inokulace, ktery nebyl prikkazny pouze u B. media a A. amellus. U druhti
P. grandiflora a S. recta spocival v trendu k vys$si mykorhizni odpovédi na inokulaci
spoleCenstvem opusténého pole ve srovnani se spole¢enstvem suchého travniku (Obr.
16; e, f). U druhu 1 salicina byl tento rozdil patrny pouze v ptdé z opusténého pole a
byla zde statisticky vyznamna i interakce obou faktorti (Obr. 16; d). Druh B. pinnatum
naopak vykazoval vy$§i mykorhizni odpovéd’ pfi inokulaci spole¢enstvem ze suchého
travniku (Obr. 16; b). Interakce mezi faktory byla signifikantni také u druhu B. media,
kde byla mykorhizni odpovéd’ kofenové biomasy sice mald, ale s tendenci k opa¢nym
rozdilim mezi inokuly v zavislosti na ptidé (Obr. 16; a). Mykorhizni odpovéd’ kofenové
biomasy a mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy vykazovaly u vSech druhi rostlin

podobny trend (Obr. 14, Obr. 16).
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Obr. 16 (a, b, c, d, e, f): Vliv pldy a inokulace na mykorhizni odpovéd korenové

biomasy u jednotlivych druhl rostlin. Sloupce znazoriuji pramér z9 - 10

opakovani a usecky smérodatné odchylky. Rozdilnd pismena oznacuji varianty

odlisné na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

SST-spolecenstvo suchého travniku, SOP- spolecenstvo opusténého pole

Hladina signifikace (hodnota F) - mykorhizni odpovéd (kofenova sucha biomasa)

B. media | B. pinnatum | A. amellus | . salicina | P. grandiflora | S. recta

Pada (A) * (5'237) * %k * %k n.s. * %k * %k
(47,714) (122,429) (2,010) (141,198) (33,745)

Inokulace n.s. *kk n.s. * (6,114) **(8,933) *kk
(B) (0,005) (13,838) (1,178) (16,489)

AxB *(5,419) | n.s.(1,600) n.s. *ok n.s. (0,050) n.s.
(3,003) (10,276) (2,501)

Tab. 19: Vliv jednotlivych faktor( a jejich interakce na mykorhizni odpovéd rostlin

kofenové biomasy. Vtabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zavorkach) a hladiny

vyznamnosti: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n. s. neni statisticky vyznamné
odlisny (p > 0,05).

4.1.6. Korelace mezi kolonizaci koreni a mykorhizni odpovédi

nadzemni biomasy rostlin

Intenzita kolonizace kotfenii a mykorhizni odpovéd nadzemni biomasy spolu
pozitivné korelovaly ve vSech variantdch pivodu piidy a inokula napfi¢ vSemi druhy
rostlin (Tab. 20). Korela¢ni koeficient byl vy$si u rostlin rostouci v ptidé ze suchého

travniku (korela¢ni koeficient 0,566) nez u rostlin rostoucich v ptidé z opusténého pole

(korelacni koeficient 0,388). Korelace je zobrazena na Obr. 17.
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Obr. 17: Korelace mezi intenzitou kolonizaci kofenU rostlin AM houbami a jejich

mykorhizni odpovédi nadzemni biomasy. Korelace, vytvorené zvlast pro rostliny
péstované v pudé ze suchého travniku (zelené - korelacni koeficient 0,566) a
rostliny péstované v pudé z opusténého pole (hnédé - korelacni koeficient
0,388), zahrnuji vSechny druhy rostlin a inokulaéni varianty. Pferusované cary
vyznacuji konfidencni intervaly s pravdépodobnosti 95 %.

Korelace mezi kolonizaci a mykorhizni

odpovédi nadzemni biomasy rostlin

Pada: Inokulace: Korelaéni koeficient
Suchy travnik SST 0,516
SOP 0,619
Opusténé pole SST 0,377
SOP 0,405
Suchy travnik | SST+SOP 0,566
Opusténé pole | SST +SOP 0,388

Tab. 20: Tabulka zobrazuje korela¢ni koeficienty
mezi mykorhizni kolonizaci kofend a mykorhizni
odpovédi nadzemni biomasy rostlin u jednotlivych
variant pady a inokula napti¢ vSemi druhy rostlin.
Korelace jsou statisticky vyznamné na hladiné
vyznamnosti p < 0,05.

SST - spolecenstvo suchého travniku, SOP -
spolecenstvo opusténého pole
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4.2. Vyhodnoceni spolecenstva AM hub v korenech rostlin

z lokality

Pomoci T-RFLP a programu TRAMPR byl zjistén vyskyt taxonit AM hub, které
byly vymezeny na ziklad¢ fylogenetické analyzy databaze sekvenci v jednotlivych
kofenovych systémech. V 77 analyzovanych vzorcich bylo nalezeno 14 ze 17 OTU
z databaze sekvenci. Nebyly nalezeny OTU 6 (Funneliformis mosseae), OTU 11
(Scutellospora sp.) a OTU 17 (blize neidentifikovany taxon z celedi Paraglomeraceae)

(viz Kapitola 3. Metodika, Obr. 6).

4.2.1. Frekvence OTU ve vzorcich

Biotopy suchy travnik a opusténé pole se liSily v Cetnosti vyskytu jednotlivych
OTU v kofenovych systémech. Opusténé pole mélo obecné vyrazné vyssi Cetnost
jednotlivych OTU s vyjimkou OTU 3 (Rhizophagus sp.) a OTU 4 (blize
neidentifikovany taxon z celedi Glomeraceae), které byly nalezeny ve vysSi Cetnosti
na biotopu suchy travnik (Obr. 18). OTU 1 (Rhizophagus irregularis) a OTU 10 (blize
neidentifikovany taxon z Celedi Glomeraceae) byly nejcastéji zastoupené - vyskytovaly
se v témet 100 % analyzovanych vzorkll. Vysokou ¢etnost vyskytu mély 1 OTU 5 (blize
neidentifikovany taxon z ¢eledi Glomeraceae), OTU 6 (Septoglomus sp.) a OTU 9 (blize
neidentifikovany taxon z celedi Glomeraceae). Ve vzorcich z opuSténého pole byla
cetnost téchto OTU okolo 95 %, ve vzorcich ze suchého travniku to bylo méng,
piiblizné 70 %. Také OTU 16 (bliZze neidentifikovany taxon z ¢eledi Diversisporaceae)
a OTU 8 (blize neidentifikovany taxon z Celedi Glomeraceae) mély na opusSténém poli
vysokou Cetnost zastoupeni, ale u vzorkli ze suchého travniku byla ¢etnost téchto OTU
vyrazn€ niz§i. OTU 2 (Rhizophagus sp.) mél velice nizkou €etnost na suchém travniku
(12 %). OTU 14 (Archaeospora sp.) byl nalezen pouze ve vzorcich na opusténém poli a

to ve velmi nizké Cetnosti (8 %).
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Obr. 18: Graf zobrazuje frekvenci jednotlivych OTU ve vzorcich z biotopu
suchy travnik (zelené) a z biotopu opusténé pole (oranzové).

4.2.2. Druhova bohatost AM hub v rostlinnych druzich na lokalité

Primérny pocet OTU zjistény v kofenovém systému jednoho rostlinného druhu se
pohyboval od 5 do 9 OTU na biotopu suchy travnik a od 4 do 10 OTU na biotopu
opusténé pole.

Druhova bohatost spolecenstva AM hub rostlinnych druhti rostoucich na obou
biotopech byla signifikantné vyss$i na biotopu opusténé pole nez na biotopu suchého
travniku (Obr. 19, Tab. 21). Vliv biotopu se vSak neprojevil v mnohandsobném
porovnani. Rostlinny druh ani interakce mezi faktory neméla na druhovou bohatost AM
hub statisticky vyznamny vliv (Tab. 21). Druhova bohatost AM hub v kofenech rostlin
ze suchého travniku (v¢etné druhi které se vyskytovaly pouze tam) se mezi rostlinnymi

druhy neli$ila (Tab. 21).
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Obr. 19: Druhova bohatost AM hub v jednotlivych rostlinnych druzich z biotopt
suchy travnik (zelené) a opusténé pole (oranzové). Sloupce znaci primérny
pocet OTU na kofenovy systém a Usecky smérodatné odchylky.

Druhy rostlin rostouci na obou Druhy rostouci na suchém travniku
biotopech
faktory: hladina signifikance faktor: hladina signifikance
(F-hodnota) (F-hodnota)
rostlinny druh (A) n.s. (1,222) rostlinny druh n.s. (1,657)
biotop (B) * (5,906)
AxB n.s. (1,750)

Tab. 21: Vliv jednotlivych faktor(i na druhovou bohatost AM hub v korenech
jednotlivych druh( rostlin. Dvoucestna ANOVA byla pouZita na vyhodnoceni vlivu
faktort rostlinny druh (A), biotop (B) a jejich interakci (A x B) na druhovou
bohatost AM hub v korfenech rostlin rostouci na obou biotopech. Jednocestna
ANOVA byla pouzita na vyhodnoceni vlivu faktoru rostlinny druh na druhovou
bohatost AM hub v kofenech rostlin rostouci pouze na suchém trdvniku.
Vtabulce jsou uvedeny hodnoty F (v zdvorkdch) a hladiny vyznamnosti:
*p<0,05 **p<0,01; ***p<0,001; n.s.neni statisticky vyznamné odliSny
(p>0,05).

4.2.3. Mnohorozmérné analyzy spolecenstev AM hub na lokalité

Pro celkové zhodnoceni slozeni spolecenstva AM hub na lokalité¢ byly pouzity

mnohorozmérné analyzy. Nejprve byla pouzita detrendovana korespondencni analyza

(DCA) pro zjisténi hlavniho sméru variability v datech a pak kanonicka korespondencni
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analyza (CCA) pro zhodnoceni vlivu biotopu a rostlinnych druhti na slozeni

spolecenstva AM hub.

4.2.3.1. Zachyceni hlavniho sméru variability v datech - nepiima DCA

Pro zachyceni hlavniho trendu ve slozeni AM hub na lokalit¢ byla pouzita
nepiima DCA analyza. 1. ordinacni osou se vysvétlilo 20,9 % a 2. ordina¢ni osou 13,8
% celkové variability. Rozlozeni vzorkl podé¢l 1. a 2. ordina¢ni osy naznacuje rozdéleni
vzorkli podle biotopu (Obr. 20; a) a naopak nenaznacuje rozdéleni podle rostlinného

druhu (Obr. 20; b).
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Obr. 20 (a, b): Ordinacni diagram DCA s vizualizovanou klasifikaci
vsech vzorkd podél 1. a 2. ordinacni osy. (a) oznaceni vzorka
podle biotopu: -suchy travnik (zelené kolecko), -opusténé pole
(oranzovy ctverec); (b) oznaceni vzorkl podle rostlinného druhu:
rostliny rostouci pouze na suchém travniku — kolecko, rostouci na
suchém travniku i na opusténém poli — obdélnik, taxonomicky
pfibuzné rostliny jsou oznaceny stejnou barvou (A. amellus,
l.salicina — c¢ernd; A. cynanchica, G. verum — C{erveng;
A. vulneraria, S. varia — zluta; B. media, B. pinnatum — modr3;
L. tenulifolium, L. catharticum - oranzova; P. grandiflora, S. recta
- zelend). 1. ordinaéni osa vysvétluje 20,9 % a 2. ordinacni osa
vysvétluje 13,8 % variability.

4.2.3.2. Vliv biotopu na vyskyt AM hub - pfima CCA analyza

Vliv biotopu na vyskyt jednotlivych AM hub je patrny z diagramu parcialni CCA

analyzy s vysvétlujici proménou "biotop" a proménou "rostlinny druh" jako kovariatou,

kde 1. ordina¢ni osa (kanonickd) vysvétluje 8,1 % (6,6 % pfii oSetieni na pocet stupni

volnosti; F = 5,606; p = 0,002) a 2. ordina¢ni osa (nekanonickd) 17,4 % variability
(Obr. 21). OTU 3 a OTU 4 se vyskytovaly vice na biotopu suchy travnik, OTU 2 byl
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Castéj$i v biotopu opusténé pole. OTU 5, OTU 6 a OTU 13 byly zcela rovhomérné

distribuované mezi obéma biotopy.
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Obr. 21: Ordinac¢ni diagram parcidlni CCA analyzy znazoriujici
rozlozeni OTU podél 1. kanonické osy jako reakci proménnou
,biotop” s kovaridtou ,rostlinny druh”“ (F = 5,606, p = 0,002).
1. ordinacni osa (kanonicka) vysvétluje 8,1 % variability (6,6 % pfi
oSetreni na pocet stupnd volnosti) a 2. ordinacni osa (nekanonicka)
vysvétluje 17,4 % variability. Barevné obrazce znadi odlisné biotopy -
suchy travnik (zelené kolecko); - opusténé pole (oranzovy ctverec),
Sediva kolecka znadi jednotlivé OTU.

4.2.3.3. Vliv rostlinnych druhiti na spolecenstvo AM hub - piima CCA analyza
Podobnost rostlinnych druhii ve slozeni spolecenstva AM hub je znazornéna
na ordina¢nim diagramu parcidlni CCA analyzy (Obr. 22; a, b). VSechny kanonické osy
parcialni CCA analyzy s vysvétlujici proménnou ,rostlinny druh* a kovariatou ,,biotop*
vysvétluji 22,2 % variability (10,2 % pti oSetfeni na pocet stupiii volnosti; F = 1,771;

P =0,002). Rozlozeni druhii rostlin A. cynanchica, G. verum, L. tenulifolium a S. varia
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na ordina¢nim diagramu naznacuje podobnost ve slozeni spolecCenstva AM hub. Také
u druha B. pinnatum, L. catharticum, S. recta, P. grandiflora a I. salicina se projevuje
urcitd podobnost ve slozeni spoleCenstva AM hub. Jak naznacuje zakrouzkovani,
slozeni spoleCenstva AM hub u téchto dvou skupin se liSilo (Obr. 22; a). SpoleCenstvo
AM hub u druhit 4. amellus a A. vulneraria bylo znacné odliSné od ostatnich
rostlinnych druhi.

Taxonomickd a ekologicka (pfitomnost Ci nepfitomnost na opusténém poli)
piislusnost rostlin nenaznacuje zadny trend v podobnosti slozeni spolecenstva AM hub
(Obr. 22; a). Distribuce konkrétnich OTU mezi druhy rostlin je naznacena
na ordina¢nim diagramu (Obr. 22; b). Krom¢ OTU 2, které¢ vSak bylo nalezeno jen v

malé Cetnosti, ordinacni diagram nenaznacuje specifickou distribuci OTU v rostlinnych

druzich.
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Obr. 22 (a, b): Ordina¢ni diagram parcidlni CCA analyzy s vysvétlujici proménou
"rostlinny druh" a kovariatou "biotop" zndzoriujici vzdjemnou podobnost slozeni AM
hub v jednotlivych rostlinnych druzich (F = 1,771, P = 0,002). 1. ordinacni osa
(kanonicka) vysvétluje 8,5 % variability, 2. ordinacni osa (kanonickd) 5,1 %, vSechny
kanonické osy vysvétluji 22,2 % variability (10,2 % pfi osetfeni na pocet stupnl
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volnosti). Barevné odliSené symboly znaci rostlinné druhy rostouci pouze na suchém
tradvniku (zeleny trojuhelnik) a rostlinné druhy rostouci na suchém travniku i
opusténém poli (oranZovy obdélnik). Sediva kole¢ka znaéi jednotlivé OTU. Propojeni
znaci taxonomickou pfibuznost druhl. Zakrouzkovani naznacuje podobnost druhl
rostlin ve spolec¢enstvu AM hub.

Podobnost druhového slozeni AM hub v kofenech jednotlivych rostlinnych druhti
pouze z biotopu opusténé pole je naznacena na ordina¢nim diagramu CCA analyzy
s proménnou ,rostlinny druh® (Obr. 23). VSechny kanonické osy vysvétlily 44,8 %
variability (30,3 % pii oSetfeni na pocet stupni volnosti; F = 3,085; P = 0,002).
B. pinnatum se od ostatnich rostlinnych druht odliSuje ve sloZeni spolecenstva AM hub.
Rostlinné druhy S. varia a G. verum jsou si blizce podobné ve sloZeni spolecenstva AM
hub, OTU 2 je pro tyto dva druhy na tomto biotopu specificky. Pro druhy
L. catharticum a S. recta je charakteristicky OTU 3. Ostatni OTU se vyskytuji
rovnomeérné€ji mezi rostlinnymi druhy.

Model pro podobnost rostlinnych druhii ve sloZzeni spoleCenstva AM hub pouze
z biotopu suchy travnik nebyl statisticky prikazny (F = 1,186; P = 0,126), proto zde
neni zobrazen. Také model, ktery zobrazoval vzdjemnou interakci mezi rostlinnymi

druhy a biotopy nebyl statisticky prikazny (F =1,232; P = 0,168).

o | - Obr. 23: Ordinacni diagram CCA
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5. DISKUZE:

Diskuze je rozdélena na ti1 podkapitoly, ve kterych jsou nejprve diskutovany
zvlast’ vysledky ze sklenikového nddobového experimentu a vysledky z charakteristiky
spoleCenstev AM hub na lokalité¢. Syntéza vysledkt z obou ¢asti je pfedmétem tieti

podkapitoly.

5.1. Diskuze sklenikového nadobového experimentu

Kolonizace kotenit AM houbami byla zjisténa u vSech studovanych druht rostlin.
To ukazuje, ze tyto druhy rostlin jsou schopné tvofit mykorhizni symbidzu. Je tedy
patrné, ze patii k méné €1 vice mykorhizné zavislym druhiim, coz je v souladu s jejich
taxonomickym zatfazenim do celedi Poaceae, Asteraceae a Lamiaceae, které nepatii
mezi Celed¢€ s pfevazné nemykotrofnimi druhy (shrnuto v Tester et al. (1987)).

Taxonomické pary rostlin mély pomérné podobnou miru kolonizaci kofent, coz
mize naznacovat, ze kolonizace kofenlit AM houbami je taxonomicky ovlivnéna. Druhy
B. pinnatum a B. media, které patii do celedi Poaceae, mély vyrazné nizsi kolonizaci
AM hub v kotenech nez ostatni druhy. Kolonizace kotenového systému AM houbami
muze souviset s mykorhizni zavislosti rostlinnych hostiteld (Wilson & Hartnett, 1998).
Uvadi se, ze travy s typem fotosyntézy C3 byvaji spiSe méné¢ mykorhizné zavislé
(Hetrick ef al., 1988). Mykorhizni odpovéd’ 1ze u téchto taxont rostlin ocekavat zvIasteé
pi1 nizké dostupné koncentraci fosforu vpadé (Baylis, 1975). Niz§i zavislost
na mykorhizni symbiéze mize souviset s jejich rozsdhlym kofenovym systémem, ktery
je tvofen siln€ rozvétvenymi kofeny graminoidniho typu pokrytymi kofenovymi vlasky,
které ucinné absorbuji Ziviny z ptidy 1 bez pomoci mykorhizni symbidzy (Baylis, 1975).

Kolonizace AM hub v kofenovém systému rostlin miize korelovat s mykorhizni
odpovédi nadzemni biomasy rostlin (Zangaro et al., 2007). Divodem této korelace
muze byt zvySujici se pfenos zivin pies rozsahlejsi mykorhizni struktury uvnitf kofene
(shrnuto v Treseder, 2013). Korelacni analyza ptes vSechny druhy studovanych rostlin
potvrdila souvislost kolonizace AM hub v kotfenech s mykorhizni odpovédi rostlin 1
v této praci. Konkrétné naptiklad druh 4. amellus vykazoval velmi vysokou kolonizaci
kofenlt AM houbami a také jeho mykorhizni odpovéd’ byla velmi vysoka. Naopak druh
B. media mél nizsi kolonizaci AM hub v kofenech a zaroven vykazoval vyrazné nizsi

mykorhizni odpovéd.
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Mira kolonizace kofeni vétSinou nebyla ovlivnéna plvodem pidy, ve které
rostliny rostly. Abiotické faktory obou pud tedy pravdépodobné plisobily na rozvoj
kolonizace kofeni AM houbami podobné - neprojevily se dramatické rozdily
v podminkach obou pld pro rozvoj mykorhizni symbidzy. Tato skutecnost je v souladu
s vysledky prace Richter et al. (2002), ktefi na trech lokalitdich nezjistili rozdily
v kolonizaci kofeni AM houbami mezi pfirozenym biotopem a v minulosti
obhospodafovanym polem 1 piesto, ze mykorhizni inokula¢ni potencidl byl vyssi na
opusténém poli. Taxony AM hub se mohou liSit ve schopnosti kolonizovat koieny
hostitelskych rostlin (Hart & Reader, 2002), avSak v podminkach této studie
spoleCenstva AM hub, kterymi byly inokulovany rostliny, vykazovala srovnatelnou
schopnost kolonizace kotenil.

Lze tedy shrnout, Ze urovenn kolonizace kofeni AM houbami byla pomérné
vysoka a konzistentni vramci taxonomického paru, nizsi kolonizace byla zjiSténa
v piipadé obou druhli z ¢eledi Poaceae, coz mize souviset s jejich niz§i mykorhizni
zavislosti. Kolonizace kofenit AM houbami korelovala s mykorhizni odpovédi
nadzemni biomasy rostlin.

Mykorhizni ristova odpovéd’ se znacné liSila mezi konkrétnimi druhy rostlin.
Pozitivni mykorhizni odpovéd’ znamend, Ze rostliny mély z mykorhizni symbiozy
prospéch a mykorhizni symbidza tedy byla dualezitda pro jejich rist. V tomto
experimentu byla mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy vesmés v kladnych cislech
kromé druhlt B. media a S. recta u jedné kombinace pidy a inokula. Mykorhizni
odpovéd’ nadzemni biomasy A. amellus dosahovala vyrazné kladnych hodnot (az
1200 %, coz odpovidd tomu, ze rostliny inokulované byly az 13 krat vEtsi nez
nemykorhizni kontrolni rostliny). Také P. grandiflora méla velmi vysokou mykorhizni
odpovéd. Je tedy patrné, ze pro tyto druhy je AM symbidza diilezita, coz je v souladu
s vysledky Pankové et al. (2008) pro A. amellus a Streitwolf-Engel et al. (1997) pro
P. grandiflora. Naopak u druhti B. media a S. recta byla mykorhizni odpovéd’ nadzemni
biomasy vyrazné nizsi azZ nulova. Z toho lze usuzovat, ze pro rast druhu B. media a
S. recta neni mykorhizni symbidéza v danych podminkach podstatna. U druhu B. media
je toto zjisténi v souladu s obecné niz$i mykorhizni zévislosti trav (Hetrick ef al., 1988)
Mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy miize byt také ovlivnéna objemem pudy,
ve kterém rostlina roste. S men$im objemem pldy a vysSi hustotou kotfenti v piid€ se
muze snizovat i mykorhizni odpovéd’ rostlin. Mykorhizni symbi6za za téchto podminek

Jjiz nemusi mit tak velky vyznam pro ptfijem zivin zpidy (Zhu et al., 2001).
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Mimokoienové mycelium je dulezité pro ptijem fosforu a zlepSuje jeho pfijem
hostitelskou rostlinou se zvySujicim se rozsahem (Jakobsen et al, 1992).
Mimokoienové mycelium je diillezité pro rostliny v piijmu zivin pravé pro sviij rozsah
do mist, kter¢ jiz nejsou kolonizovany koteny rostlin a kde proto jesté nejsou vycerpané
dostupné ziviny. Rostliny byly v experimentu péstovany v nadobach o stejném objemu
pudy, avSak jednotlivé druhy rostlin se 1iSily ve velikosti svého kotfenového systému.
Rostliny z ¢eledi Poaceae maji rozsahlejSi kotfenovy systém nez ostatni druhy, mohly
Jim prostoupit cely objem pldy v nddobé a to mohlo snizit jejich mykorhizni odpovéd’
v téchto podminkéch (Baylis, 1975).

Rizné druhy rostlin se liSily v mykorhizni odpovédi 1 ptesto, Ze byly inokulovany
stejnym spoleCenstvem AM hub. Je tedy ocividné, ze mykorhizni odpovéd’ byla
piredev§im ovlivnéna identitou hostitelskych rostlin a jejich taxonomickym ¢i funkénim
zatazenim. Vysledky jsou tak v souladu s metastudii Hoeksema et al. (2010) a praci
Reinhart ef al. (2012). Naopak vliv identity spoleCenstva AM hub byl v tomto piipadé
maly, coZ je v rozporu s pracemi, které ukazuji zavislost mykorhizni odpovéd
na identité symbiontil (Thonar ef al., 2014). Je vSak mozZné, Ze se spolecenstva AM hub
ze suchého travniku a opustén¢ho pole mezi sebou pfili§ neliSila. Pouze rastova
odpovéd’ S. recta a P. grandiflora byla Casteéné véEtsi se spoleCenstvem AM hub
z opusténého pole nez ze suchého travniku. Je mozné, Ze ve spolecenstvu z opusténeho
pole se objevily urcité taxony AM hub, které se nenalézaji nebo jsou jen v mensi mire
zastoupeny na pudé¢ ze suchého travniku, a mohou byt specificky prospésné rostlindm
z Celedi Lamiaceae.

U mykorhizni odpovédi kofenové biomasy byl vliv inokulace odlisnym plivodem
spoleCenstva AM hub patrnéj§i. Kofeny rostlin mohou byt ziejmé citliveési
na spolecenstvo AM hub v kofenech nez nadzemni ¢asti rostlin. Spolu s mykorhiznim
inokulem mohla byt do nadobovych experimenti vnesena 1 dal$i mikrobidlni
spolecenstva. Mikrobialni spolecenstva jsou v pfimém kontaktu s kofenovym systémem
rostlin, ¢imZ mohla ovliviiovat vice jejich odpovéd’ na inokulum nez odpovéd’ nadzemni
casti rostlin. AvSak nebyl zde viditelny zddny konzistentni vliv plvodu inokula.
Konkrétni rostlinné druhy v kombinaci s ur¢itym spole¢enstvem AM hub mohou ziejmé
vytvaret odlisnou mykorhizni odpovéd kotfenové biomasy v zavislosti na kombinaci
rostlinny druh - spole¢enstvo AM hub (Sharma ef al., 2009).

Souhrnné vzato byla mykorhizni rstovd odpovéd’ pozitivni, rostliny mély

prospéch z mykorhizni symbidzy. Mykorhizni odpovéd’ 4. amellus a P. grandiflora
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byla velmi vysoka. Lze tedy usuzovat, ze tyto druhy rostlin patii k vysoce mykorhizné
zavislym rostlinnym druhiim. Inokulace rozdilnym plivodem spoleCenstva AM hub
neméla na rast rostlin vyznamny vliv. Kofenovd biomasa byla k piivodu inokula
ponékud citlivéj$i nez nadzemni biomasa

Nadzemni i kofenova biomasa rostlin byla vyznamné ovlivnéna piivodem pudy.
Rostliny obecné Iépe prospivaly v piidé ze suchého travniku nez v ptidé z opusténého
pole nezavisle na inokulaci. Také mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy rostlin byla
vyrazn¢ ovlivnéna ptivodem plidy. Obecné mély rostliny péstované v pudé z opusténého
pole vyssi mykorhizni odpovéd’ nez rostliny péstované v pidé ze suchého travniku.
U P. grandiflora se tento trend uplatnil vyznamnym zpiisobem, rostliny rostouci
na opusténém poli mély mykorhizni odpovéd’ nadzemni biomasy az 1200 %, kdeZto
rostliny rostouci na padé ze suchého travniku mély mykorhizni odpovéd’ pouze okolo
100 %. Lze usuzovat, ze mykorhizni symbidza je vyznamnéj$i pro rist rostlin
na opusténém poli neZ na suchém trdvniku. LepSi rlst rostlin v piidé ze suchého
travniku naopak ukazuje na vliv nékteré z abiotickych slozek pudy nezavisle na vlivu
mykorhizni symbidzy. V praci Corkidi et al. (2002) bylo uvedeno, ze rostliny Iépe
rostou v pidé se zvySenou koncentraci dusiku bez ohledu na mykorhizni symbidzu,
ucinnost mykorhizni symbiézy mize byt v pide s vyssi koncentraci dusiku sniZena.
Koncentrace dusiku v pud€ ze suchého travniku byla vyznamné vyS$si nez koncentrace
dusiku na opusténém poli, coz mohlo mit vliv na rtist rostlin a ¢innost mykorhiznich
hub. Rostliny také mohly ptimo ziskavat vice dusiku z plidy ze suchého travniku pro
svllj metabolismus a tim vyrazné zlepSovat svij rast bez ohledu na mykorhizni
symbidzu.

Nameéfena koncentrace dostupného fosforu v pidé€ z opusStén¢ho pole byla vyssi
nez v pude ze suchého travniku, avSak rozdil nebyl nikterak vyrazny. Piesto mohly byt
mykorhizni houby v piidé s mirné¢ zvySenou koncentraci dostupného fosforu ucinnéjsi
(Obr. 24) (Bethlenfalvay et al., 1983). Ale jisté zde budou hrat roli 1 dalsi faktory pady
nez je pouze dostupnost zivin. Mlze se jednat zejména napiiklad o zvySeny obsah
organické hmoty na suchém travniku (Johnson, 1998) nebo o strukturu ptdy, ktera byla

kompaktné&;si v ptipadé€ pady z opustén¢ho pole (Nadian et al., 1997).
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Obr. 24: Biomasa mykorhiznich a nemykorhiznich rostlin pfi
gradientu dostupnosti Zivin. Sedad oblast vymezuje rozsah,
kdy mykorhizni rostliny maji prospéch nad nemykorhiznimi
(Ptevzato z Gryndlera et al. (2004)).

Souhrnné 1ze tedy fict, Ze nadzemni i1 kofenova biomasa byla ovlivnéna ptivodem
pudy, ve které rostliny rostly. Vétsi biomasu mély rostliny péstované v piad¢ ze suchého
travniku. Naopak mykorhizni ristova odpovéd’ byla vétsi na ptidé z opusténého pole.
Mykorhizni symbi6za byla tedy pro rostliny vyznamnég;si na opuSténém poli.

Rizné druhy rostlin se mezi sebou li$i koncentraci fosforu v biomase (shrnuto
v Reich ef al., 2004). Ve sklenikovém experimentu byly patrné pomérné velké rozdily
v koncentraci fosforu mezi taxonomickymi pary. Tyto rozdily mohou souviset
s taxonomicky danou potiebou fosforu konkrétniho druhu ¢i taxonu rostlin. Rostlinné
druhy vykazovaly kladnou mykorhizni odpovéd’ v koncentraci fosforu kromé druhu
1. salicina, u kterého se inokulované a nemykorhizni varianty v koncentraci fosforu
neliily, a druhu 4. amellus, ktery mél naopak zadpornou mykorhizni odpovéd’. Tato
zaporna mykorhizni odpovéd’ v ptijmu fosforu na jednotku biomasy mize byt ¢astecné
vysvétlitelna 1 nizkym poctem opakovani v nemykorhizni varianté u 4. amellus diky
vysoké mortalit¢ nemykorhiznich rostlin. Nemykorhizni vzorky nadzemni biomasy
tohoto druhu také mély velmi nizkou hmotnost, kvili které mohou byt vysledky z této
varianty, ke kterym se vztahuje vypocet mykorhizni odpovédi, malo ptresné. U obou
druhi vSak byl, diky vyrazné pozitivni ristové odpoveédi na mykorhizu, celkovy obsah
fosforu v nadzemni biomase vyrazn¢ vyS$i v inokulovanych variantach nez
bez inokulace. Je tedy patrné, ze i u téchto rostlin AM houby zlepSily piijem fosforu
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(Smith & Read, 1997) a dokonce lze ptedpokladat, ze fosfor byl limitujicim prvkem
pro rust A. amellus a mykorhiza pomohla tuto limitaci pfekonat. U druhi B. media a
S. recta byla situace presn¢ opacnd. U B. media a S. recta mykorhizni symbioza
podporovala vyrazné ptijem fosforu na jednotku biomasy, avSak mykorhizni odpoveéd’
nadzemni biomasy byla jen velmi slabé pozitivni. Je tedy pravdépodobné, ze riist rostlin
byl limitovan jinym faktorem neZz fosforem. ZvySeny piijem fosforu diky mykorhize
vedl k zvySeni koncentrace tohoto prvku v pletivech.

Koncentrace fosforuna jednotku nadzemni biomasy rostlin byla obecné vyssi
u rostlin rostoucich v ptidé z opusténého pole, coz je v souladu s vyssi dostupnou
koncentraci fosforu v padé z opusténého pole nez v pude ze suchého travniku dle
pudnich analyz. Rostliny rostouci v ptidé s vyss§i koncentraci dostupného fosforu mohou
mit vys§i koncentraci tohoto prvku nadzemni biomase nejen v nemykorhiznich, ale i
v mykorhiznich variantdich (McArthur & Knowles, 1993b). Je vSak zajimavé, Ze
vnasem experimentu se rostliny nemykorhiznich variant v koncentraci fosforu
v nadzemni biomase mezi pidami neliSily - liSily se pouze varianty inokulovang. Je tedy
mozné, ze mykorhizni houby mohou lépe podpofit piijem fosforu hostitelskou rostlinou
v pide s vyssi dostupnou koncentraci tohoto prvku v souladu s praci Johnson (1998).

Vliv pitvodu spolecenstva AM hub na koncentraci fosforu v nadzemni biomase se
projevil pouze u druhu B. pinnatum a S. recta, avSak nebyl zde patrny konzistentni trend
rozdili mezi spoleCenstvy AM hub. Koncentrace fosforu v nadzemni biomase rostlin
byla tedy ovlivnéna zejména ptavod pludy a déale pak inokulaci AM houbami nezavisle
na puvodu inokula. M1j pokus tedy nepotvrdil vysledky nékterych praci, které uvadé;i,
7ze puvod inokula miZe mit vliv na koncentraci fosforu v nadzemni biomase
(Moora et al., 2004; Pasqualini et al., 2007). Je tedy mozné, ze inokula ze suchého
travniku a opusténého pole se pfili§ neliSila spoleCenstvem AM hub nebo jeho
vlastnostmi.

Lze tedy shrnout, Ze mykorhizni odpovéd’ na koncentraci fosforu byla vesmés
pozitivni, kromé druhCt 4. amellus a I. salicina, které mély mykorhizni odpoveéd’
nulovou nebo zapornou. Celkovy obsah fosforu na rostlinu byl vSak u téchto druht
v mykorhiznich variantach podstatné vyssi. Koncentrace fosforu v nadzemni biomase
byla obecné vyssi u rostlin péstovanych v ptidé z opusténého pole, av§ak nemykorhizni
varianty se mezi obéma ptidami v koncentraci fosforu nelisily. Je tedy pravdépodobné,

ze mykorhizni symbidza byla u€innéj$i v ptijmu fosforu v pidé s jeho vyssi dostupnou
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koncentraci. Plvod spoleCenstva AM hub nemél na koncentraci fosforu zadny
konzistentni vliv.

Mykorhizni odpovédi rostlinnych druhli rostoucich pouze na suchém travniku a
druhii rostoucich na suchém trdvniku 1 opusténém poli nebyly konzistentné odlisné.
Vysledky tedy nenaznacuji, Ze by se na neschopnosti nékterych druhii rostlin

kolonizovat opusténé pole podilela mykorhizni symbidza.

5.2. Spolecenstva AM hub na lokalité

Na lokalit¢ byly nalezeny sekvence 17 riznych OTU. V kotfenovych vzorcich
analyzovanych metodou T-RFLP bylo detekovano pouze 14 OTU. Nebyly nalezeny
OTU 7 (F. mosseae), OTU 11 (Scutellospora sp.) a OTU 17 (blize neidentifikovany
taxon z ¢eledi Paraglomeraceae). Taxony z Celedi Paraglomeraceae (OTU 17) byvaji jen
zfidkakdy detekovany v kofenech rostlin a to i na lokalitach, kde jsou relativné hojné
nachazeny v pidnich vzorcich (Hempel et al., 2007). Také Scutellospora sp. z Celedi
Gigasporaceae (OTUI11) patti k taxontim, které jsou detekovany spiSe ze vzorki pud ¢i
spor nez z kotenovych systémil (Hart & Reader, 2002; Hempel et al., 2007). F. mosseae
patfti spiSe k hojnéjSim taxonim, ale napiiklad vrozsdhlé studii zaloZené
na 454 sekvenovani (Opik et al., 2009) rovnéZ nalezen nebyl, coZz znamend, Ze na
nekterych lokalitach miize byt zastoupen minoritné ¢i viibec.

9 z 14 OTU gzjisténych pomoci T-RFLP patfi do celedi Glomeraceae, coz
potvrzuje diive popsanou dominanci této Celedi ve spolecenstvech AM hub
(Hijri et al., 2006; Lumini et al., 2009). Celed Glomeraceae je globalné rozsifenou
eledi s vysokym poétem taxond a vysokou frekvenci vyskytu (Opik et al., 2009;
Opik et al., 2010). MiZe to byt dano vlastnostmi této skupiny, ktera je schopna rychle
kolonizovat kotfenové systémy rostlin z kolonizovanych fragmentii kofenti v pad¢ (Hart
& Reader, 2002) a vyznacuje se obecné vysokou odolnosti k abiotickym stresim
(Daniell et al., 2001; Oehl et al., 2003; Lumini et al., 2009). Nejvétsi frekvenci
v zastoupeni AM hub v kofenovych syst¢tmech mély OTU 1 patfici k taxonu
R. irregularis a OTU 10 (blize neidentifikovany taxon z Celedi Glomeraceae). Tyto
taxony byly zastoupeny v témét 100 % kofenovych vzorcich. Také dalSi zastupci
z Celedi Glomeraceae mély vysokou frekvenci vyskytu ve vzorcich.

Druhova bohatost AM hub v kofenech rostlin rostoucich na obou biotopech byla
prokazatelné, 1 kdyZ jen mirné vyssi na opusténém poli nez na suchém travniku. Zda se

tedy, Ze historie biotopu opusténého pole na této lokalité¢ neméla na druhovou bohatost
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AM hub v korenech vliv, ackoli zemédé€lstvi obecné miize znacné€ ovlivitovat druhovou
bohatost AM hub. Orba, intenzivni hnojeni ¢i péstovani monokultur miize snizovat
pocet AM hub nebo selektovat takové taxony AM hub, které odolavaji vyvolanému
stresu (Johnson & Pfleger, 1992) a tim snizovat diverzitu spolecenstev. Presto nékteré
studie naznacuji, Ze diverzita AM hub na obhospodatovanych polich nemusi byt nutné
vzdy nizka (Hijri et al., 2006).

Je zajimavé, Ze frekvence vyskytu jednotlivych OTU byla vys$i ve vzorcich z
biotopu opusténého pole nez ve vzorcich z biotopu suchého travniku kromé OTU 3 a
OTU 4. Zeméd¢lské obhospodaiovani pudy zptlisobuje Sirokou Skalu strest, které
mohou ovlivnit frekvenci vyskytu AM hub, ptipadné¢ mohou ptlisobit jako selekéni tlak
pouze na nékteré taxony AM hub (Jansa et al., 2002), které pak mohou frekvencné
prevladnout nad ostatnimi a vést k frekvenéné nevyvazenému spolecenstvu AM hub.
Avsak zda se, ze vtomto pripad€ tomu tak neni. Na opusténém poli pravdépodobné
panuji ptihodné abiotické nebo biotické podminky pro AM houby, které umoznily vznik
srovnatelné bohatého spoleCenstva jako na polopfirozeném suchém travniku.

Po skonceni zemédé€lského vyuzivani plochy mohlo dojit k rychlému obnoveni
diverzity spolecenstva AM hub na biotopu. Spory AM hub se na biotop mohly rozsitit
ze sousednich biotopli nebo obnovit ze spor v pudé, které pretrvaly neptiznivé
podminky. RozSifeni spor z okolnich biotopli milZze probihat pomérné rychlym
zpusobem (Piischel ef al., 2007b). Ptekvapivé mlze pti obnovovani spoleCenstev AM
hub ze zasobniho inokula v pid¢ po disturbanci, kterd naruSila mycelidlni sité, dojit
ke zvySeni diverzity AM hub v kotfenech rostlin (Johnson et al., 2004). Lze tedy
usuzovat, Ze v minulosti na opusténém poli neprobihalo pfili§ intenzivni zemédélstvi,
které by posSkodilo zdsobni inokulum v pid€ nebo se podminky na opusténém poli
mohly jiz pfirozené obnovit a postupné se dostat do stavu podobného, jaky panuje na
piilehlém poloptirozeném travniku. OTU 14 patiici k taxonu Archaeospora sp. byla
nalezena pouze na biotopu opusSténé pole, 1 kdyz ve velmi nizké frekvenci. Je
pravdépodobné, Ze tento taxon patii mezi harfe detekovatelné¢ taxony AM hub
v kotenech rostlin a také mezi vzacnéj$i taxony AM houby, které vyzaduji urcité
podminky pro své rozsiteni (Hijri et al., 2006; Lumini et al., 2009). To, Ze tento taxon
byl nalezen na opusténém poli, rovnéz naznacuje, Ze soucasné¢ podminky na opusSténém
poli jsou ptihodné pro spolecenstva AM hub.

Souhrnné vzato bylo nalezeno 17 OTU na lokalité, n€kter¢ OTU nasledné nebyly

detekovany metodou T-RFLP v kofenovych vzorcich, coz mize souviset s jejich nizkou
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abundanci v kotenech. Nejvice nalezenych OTU patiilo do Siroce rozsitené celedi
Glomeraceae. Do této celedi pattily 1 OTU, které se na lokalité vyskytovaly s nejvyssi
frekvenci. Druhovd bohatost AM hub byla vy$§i na opusténém poli, nicméné ne
vyraznym zpusobem. Obecné také frekvence jednotlivych OTU v kofenovych
syst¢tmech byla vyS$i na biotopu opusténé pole nez na biotopu suchy trévnik.
SpoleCenstva AM hub na obou biotopech byla pomérné¢ vyvazend. Vysledky tak
ukazuji, Ze na biotopu opusténé¢ho pole nepanuji pro AM houby hor$i podminky nez
na biotopu suchého travniku. Ptipadny negativni vliv zemédélského vyuzivani plochy
v minulosti tedy do soucasnosti nepietrvava.

Spolecenstva AM hub na lokalité¢ se mohou dynamicky ménit a vyvijet a jsou
ovlivilovdna abiotickymi a biotickymi faktory, které se na lokalité¢ vyskytuji.
Z ordina¢niho diagramu DCA analyzy (Obr. 20; a) lze vycist urcity vliv biotopu na
slozeni AM hub v kotfenech rostlin, ktery byl ovéfen pfimou CCA analyzou.
Z abiotickych faktor, které obecné plsobi na spoleCenstva AM hub, mohla byt
vyznamna rozdilna koncentrace zivin v piidach obou biotopu. Ur¢itd hladina zivin mtze
upfednostiiovat rozvoj taxonill, kterym dané podminky vyhovuji €i jsou generalisti, a
naopak miize dochdzet k potlaceni taxontl, které jsou specializované na jiné podminky
prosttedi  (Egerton-Warburton &  Allen, 2000). Nejen ziviny v pudé
(Toljander et al., 2008), ale 1 dalsi abiotické 1 biotické faktory jako napt. gradient pH
(An et al., 2008), spolecenstva rostlin na lokalit¢ (Mummey et al., 2005) ¢i interakce
s jinymi organismy (Rodriguez-Echeverria et al, 2009) mohou ovlivnit sloZeni
spolecenstva AM hub.

Prestoze se 0 AM symbidze Casto hovofi jako o hostitelsky nespecifické interakci
(Santos et al., 2006), cetné studie ukazaly, Ze hostitelské rostliny vyskytujici se na jedné
lokalit¢ mohou mit v kofenech odliSna spoleCenstva AM hub (Helgason et al., 2002;
Vandenkoornhuyse et al.,, 2002; Wubet ef al, 2006a). Napi. v praci
Sykorové ef al. (2007) se dva blizce piibuzné druhy rostlin (Gentiana verna a
G. acaulis) ligily ve slozeni spoledenstva AM hub. Naopak v praci Opik et al. (2003)
bylo zjisténo podobné spolecenstvo AM hub u dvou druhli rodu Pulsatilla rostoucich
na stejném biotopu. V nasi studii si byly nékteré druhy rostlin na lokalité¢ vice ¢i méné
podobné ve slozeni spoleCenstva AM hub, avSak nebyl patrny vliv taxonomické ¢i
ekologické prislusnosti rostlin na slozeni spolec¢enstva AM hub (Obr. 20; b, Obr. 22; a).
V pracich Opik et al. (2009) a Davison et al. (2011) byl naopak vliv ekologického

zafazeni rostlin na spoleCenstva AM hub vyrazny a pfevySoval vliv taxonomické
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prislusnosti. Nicméné tyto vysledky byly ziskany pomoci 454 sekvenovani, které
zachytilo 1 druhy, jejichz frekvence vyskytu byla pod detek¢nim limitem némi
zvolenych ptistupt (Sangerovské sekvenovani databaze klont, T-RFLP). Prevazné
praveé v téchto druzich se odliSovala spolecenstva AM hub v kotenech rostlin generalistl
a specialisttl.

Dramatické rozdily ve slozenispoleCenstev AM hub mezi druhy rostlin
mnohorozmérné analyzy tedy nenaznacily, naopak se v analyzach objevoval zietelnéjsi
vliv biotopu na slozeni spoleCenstev AM hub. Je tedy pravdépodobné, ze slozeni
spolecenstev AM hub je vice ovlivilovano biotopem nez rostlinnym hostitelem, coz je
zdokumentovano 1 v praci Li et al. (2010), kde rostlinné druhy v jednom biotopu hostily
rozdilnad spolecenstva AM hub, ale jesté¢ vice se spoleCenstva AM hub v kofenech
odliSovala mezi dvéma biotopy. Také v praci Dumbrell ez al. (2010) mél vliv podminek
na biotopu podstatny vliv na sloZeni spoleCenstev AM hub v kofenech rostlin, vliv

hostitelské rostliny byl zanedbatelny.

5.3. Syntéza vysledkii sklenikového nadobového
experimentu s poznatky o sloZeni spoleCenstev AM hub

na lokalité

Ve sklenikovém nadobovém experimentu byla mykorhizni symbidéza vyznamna
pro rust rostlin v pad¢ z obou biotopli. Také vysoka druhova bohatost AM hub byla
nalezena v obou biotopech. Z vysledki je patrné, Ze mykorhizni symbidza je dilezitou
soucasti obou biotopll. A také, Ze na mykorhizni symbiézu neplisobi na opusSténém poli
nepiiznivé vlivy z pfedchozich obhospodarovani.

Pivod spolecenstev AM hub nemél ptilis velky vyznam pro riist vybranych druhti
rostlin ve sklenikovém experimentu. Je proto pravdépodobné, Ze spoleCenstva AM hub
se mezi biotopy neli§i do té miry, ze by se jejich rozdilnost mohla projevit pii ristu
rostlin nebo slozeni spoleCenstev AM hub nemusi byt pfili§ vyznamné pro rist
vybranych druhii rostlin. Je vSak také moZné, Ze spoleCenstva AM hub, kterd se
nachazeji v kofenech pokusnych rostlin, se mohou li§it od spoleCenstev detekovanych
v kotfenovych vzorcich z lokality.

Rozdily v mykorhiznich odpovédich rostlin byly konzistentné taxonomicky
vazané, avSak spoleCenstva AM hub v kofenech rostlin z lokality taxonomickou

piislusnosti hostitele ovlivnéna nebyla. Z vysledki je tedy patrné, Ze rostlinné druhy
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na lokalité¢ pravdépodobné nevstupuji do specifickych vztahli s uritymi taxony AM
hub, ackoli na mykorhizni symbidézy odpovidaji odliSn€. Rostliny, rozdéleny podle
ekologickych naroki na ty, co rostou na suchém travniku a opusténém poli a na ty, co
opusténé pole nekolonizuji, se konzistentné neliSily v mykorhiznich odpovédich ani
ve sloZzeni spolecenstev. AM hub. Je tedy pravdépodobné, Ze specifické naroky
na mykorhizni symbiézu nejsou divodem, pro¢ nékteré druhy rostlin nejsou schopné

kolonizovat opusténé pole.
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6. SOUHRN

Diplomova prace byla zaméfena na studium vyznamu AM symbidzy pro rist
vybranych druhti rostlin ve dvou biotopech. Uéelem této diplomové prace bylo podpofit
¢1 vyvratit hypotézu, ze nékteré rostlinné¢ druhy ze suchého travniku nekolonizuji
opusténé pole z divodu odlisného spolecenstva AM hub v tomto biotopu.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii ze sklenikového nadobového pokusu a
molekuldrniho stanoveni spole¢enstev AM hub na lokalité lze usoudit, ze stanovena
hypotéza nebyla podpotfena. Pfedem stanové dil¢i otazky lze zodpovédéet nasledovné:

1. Lisi se rostlinné druhy schopné kolonizovat opusténé pole v zavislosti na AM
symbioze od druhii, které opusténé pole nekolonizuji?

Rostlinné druhy, které jsou schopné kolonizovat opusténé pole, se konzistentné
neliSily v zavislosti na AM symbiéze od druhil, které rostou na suchém travniku.
Rozdily v zavislosti na AM symbidze byly vdzané taxonomicky.

2. Lisi se mykorhizni odpovéd’ téchto rostlinnych druhit v piidé ze suchého travniku a
z opusténého pole, a zavisi na tom, zda je mykorhiza tvorena spolecenstvem AM hub
z jednoho ¢i druhého biotopu?

Byl pozorovan pomérné konzistentni trend lepsiho rastu rostlin v piidé ze suchého
travniku, avSak mykorhizni ristova odpovéd’ byla vyssi na opusténém poli. Lze tedy
usuzovat, ze AM symbidéza byla vyznamnéj§im faktorem ovliviiujici rist rostlin
na biotopu opustén¢ho pole nez na suchém trdvniku. Nebyly vSak zjiStény funkéni
rozdily mezi spolecenstvy AM hub obou biotopt.

3. Lisi se slozeni spolecenstev AM hub ze suchého travniku a z opusténého pole?

SloZeni spolecenstev AM hub bylo ovlivnéno biotopem. Piestoze opusténé pole
bylo v minulosti intenzivné zemédélsky obhospodatfovano, spolecenstva AM hub na
tomto biotopu méla mirné vyssi primeérnou druhovou bohatost na kofenovy systém a
vys$i frekvenci jednotlivych taxonlt AM hub ve vzorcich. Je pravdépodobné, ze v dobé
uplynulé od opusténi pole pied 20 lety jiz doslo k pfirozené obnové spoleCenstev AM

hub.
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8. PRILOHY

Druh: Pocet zanalyzovanych vzorki z biotopu:
Suchy travnik Opusténé pole
Brachypodium pinnatum (L.) P. 5 5

Beauv. valecka prapofita
Briza media L. 5 -

treslice prostredni

Inula salicina L. 3 2

oman vrbolisty

Aster amellus L. 2 -

hvézdnice chlumni

Stachys recta L. 5 4
Cistec primy

Prunella grandiflora (L.) 4 -
Scholler
Galium verum L. 5 4

svizel syfistovy

Asperula cynanchica L. 4 -
marinka psi
Linum catharticum L. 5 5

len pocistivy

Linum tenuifolium L. 5 -

len tenkolisty

Securigera varia L. 5 5

Ci¢orka pestra

Anthyllis vulneraria L. 4 -

urocnik bolhoj
Celkem: 52 25

Pfiloha 1: Tabulka s druhy rostlin a s pocty vzorkl, ze kterych byly udélana
analyza T-RFLP spolec¢enstva AM hub na lokalité.
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Mbol + predni TRF Mbol + zadni TRF
Vyskyt pozorovanych Rozpéti faktickych Vyskyt pozorovanych Rozpéti faktickych
délek TRF délek TRF délek TRF délek TRF
173,62 - 175,64 179 77,38 - 79,33 83
191,90 - 195,96 197 - 199 81,38 - 83,33 87
234,56 - 236,58 239 97,38 - 99,33 103
242,69 - 244,71 247 102,38 - 108,33 108-112
281,28 - 292,45 285 - 294 113,38 - 116,33 119-120
294,49 - 297,53 298 - 299 131,38 - 133,33 137
303,63 - 308,70 307-310 142,38 - 147,33 148 -151
318,86 - 330,03 322-331 150,38 - 156,33 156 - 160
356,44 - 358,47 359 192,38 - 196,33 198 - 200
360,51 - 369,64 363 -370 198,38 - 201,33 204 - 205
471,22 - 473,24 472 239,38 - 241,33 245
519,97 - 522,00 520 254,38 - 256,33 260
554,55 - 572,39 564 - 576 258,38 - 261,33 264 - 265
268,38 - 270,33 274
320,38 - 322,33 326
360,38 - 362,33 366
514,38 - 516,33 520
554,55 - 572,39 564 -576

Ptiloha 2: V tabulce jsou shrnuta rozpéti délek TRF, ve kterych se vyskytuji
pozorované délky TRF a rozpéti faktickych délek pro kazdou kombinaci
enzymu Mbol a pfedniho / zadniho TRF. Z rozpéti délek TRF, ve kterych se
vyskytuji pozorované délky TRF byl vytvoren soubor ,binG“ pro enzym Mbol a
predni / zadni TRF.
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Taql + pfedni TRF Taql + zadni TRF
Vyskyt pozorovanych Rozpéti faktickych Vyskyt pozorovanych Rozpéti faktickych

délek TRF délek TRF délek TRF délek TRF
102,58 - 105,62 109 - 110 53,63 - 55,20 59
176,73 - 178,75 182 60,63 - 62,20 66
180,79 - 183,83 186 - 187 95,63 - 105,20 101 - 109
184,85 - 187,89 190 - 191 108,63 - 116,20 114 -120
188,92 - 190,94 194 129,63 - 133,20 135-137
206,18 - 208,20 211 144,63 - 146,20 150
215,32 - 218,36 220 190,63 - 195,20 196 - 199
246,81 248,83 251 197,63 - 200,20 203 - 204
251,89 - 253,91 256 230,63 - 237,20 236 - 241
267,12 - 269,15 271 240,63 - 245,20 246 - 249
279,31 - 296,57 283 -298 271,63 - 277,20 277 -281
315,88 - 329,07 319-330 350,63 - 353,20 356 - 357
333,14-33517 336 373,63 - 377,20 379-381
355,49 - 357,51 358 384,63 - 386,20 390
367,68 - 372,75 370 570,03 - 577,75 576
378,85 - 380,87 381
461,12 - 463,15 462
550,03 - 556,75 555
570,03 - 577,75 575-576

Ptiloha 3: Vtabulce jsou shrnuta rozpéti délek TRF, ve kterych se vyskytuji
pozorované délky TRF a rozpéti faktickych délek pro kazdou kombinaci
enzymu Tagl a predniho / zadniho TRF. Z rozpéti délek TRF, ve kterych se
vyskytuji pozorované délky TRF byl vytvoren soubor ,binG“ pro enzym Taqgl a
predni / zadni TRF.
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