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ABSTRAKT

Lanyze patii k ekonomicky vyznamnym houbam, které se pfirozené vyskytuji na
tizemi Ceské republiky. O jejich geografické distribuci existuji doklady zaloZené na
terénnim vyskytu plodnic. Moderni detekéni metody nam vSak dovoluji zjistit vyskyt
druhd lanyzi, aniz by musely byt nalézany jejich podzemni plodnice. V této praci byla
pouzita molekularn¢ genetickd detek¢ni metoda vyuzivajici polymerdazovou fetézovou
reakci se specifickymi primery, na jejimz zaklad¢ lze zjistit, zda se ve studovanych
vzorcich vyskytuji zastupci rodu Tuber véetné druhu Tuber aestivum. Zastupci rodu Tuber
byli timto zptisobem zji§téni v 67 piipadech z celkového poétu 190 vzorki. Slo s velkou
pravdépodobnosti o druhy Tuber borchii, Tuber foetidum, Tuber rufum, Tuber dryophilum,
Tuber umbilicatum, Tuber huidongense, Tuber oligospermum a Tuber aestivum. Protoze
podobnost sekvenci s nejpodobnéjsim druhem je v nékterych ptipadech pomérné nizka,
mohlo by se v téchto ptipadech jednat o dosud neznamé druhy lanyzi. Faktory prostiedi,
které¢ byly analyzovény, vysvétlily pouze malou Cast variability, ptisobily velmi slabé a
nelze konstatovat, Ze by néktery z nich byl urcujici pro vyskyt ¢i absenci druhu ve vzorku.
Bylo zjisténo, ze se lanyze na studovaném uzemi nevyhybaji pidam svaht, kde se jejich
vyskyt jevi dokonce Cast&jsi nez na lokalitach mimo svah. Toto zjisténi ukazuje moznost
vyuziti svahu k ptipadnému péstovani lanyzti, pokud bude umoznéno legislativou.

Kli¢ova slova: Rod Tuber, Tuber aestivum, detekce, severni Cechy, faktory prostredi.

ABSTRACT

Truffles are economically important fungi that are naturally present in the territory of
the Czech Republic. Their geographical distribution is traditionally documented by the
field incidence of fruitbodies. Advanced detection methods, however, enabled us to detect
the presence of Tuber spp. at localities without a need for finding the underground
fruitbodies. In this work, a molecular genetic detection method based on the polymerase
chain reaction with specific primers was used. It enables us to determine the occurrence of
members of the genus Tuber including Tuber aestivum in the studied samples. Members of
the genus Tuber were detected in 67 cases out of a total of 190 samples. Highly probably,
Tuber borchii, Tuber foetidum, Tuber rufum, Tuber dryophilum, Tuber umbilicatum, Tuber
huidongense, Tuber oligospermum and Tuber aestivum have been detected. Since the
sequence similarity with the closest species is relatively low in some cases, some of the
obtained sequences might belong to hitherto unknown truffle species. Environmental
factors analyzed explain only a small portion of the variability, acted weakly and cannot
be taken as decisive for the presence or the absence of a species in a sample. The
occurrence of truffles in the slopes of the study area was noted and it seems to be still
more common there than at locations outside the slope. This finding is important because it
shows the possibility of using the slopes for the cultivation of truffles in future, if the
cultivation will be enabled by the legislation.

Key words: Genus Tuber, Tuber aestivum, detection, northern Bohemia, environmental
factors.
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PREDMLUVA

Téma své diplomové prace jsem si zvolil proto, abych zjistil, jaké druhy lanyzl 1ze v
zajmovém tzemi (piesndji v severozapadni Gasti Ceské kiidové panve v Severoeském
kraji, v okoli Teplic, Lovosic, Litoméfic, Libochovic, Roudnice nad Labem, Loun, Zatce,
Chomutova a Mostu) detekovat doporuc¢enymi metodickymi prostiedky, jaka je frekvence
detekce lanyza témito prostredky, zda je ptitomen lanyz letni (Tuber aestivum) v oblastech
s intenzivnim zeméd¢lskym vyuzitim, zda jsou lanyze piitomny v pudach svaht a také
jsem se snazil postihnout faktory prostiedi, které by mohly byt diilezité nebo urcujici pro
vyskyt lanyzi (pH pidy, koncentrace vapniku, troficky potencial ptidy, vodivost ptidniho
vyluhu jako indikéator salinity, nadmotska vyska lokality, vyskyt potencialnich

hostitelskych rostlin a charakter podrostu).

Cilem prvni ¢asti diplomové prace je shrnout poznatky o rodu Tuber a o druhu Tuber
aestivum. V literarnim piehledu je uvedeno zafazeni rodu Tuber v systému hub, a je
zminén vyvoj znalosti o lanyzich v Evrop¢ a na naSem uzemi od davnych dob az do
soucasnosti. Je popsano pestovani lanyzl u nas 1 ve svéte a charakteristika ektomykorhizni
symbidzy, kterou lanyZ tvofi s hostitelskou rostlinou i charakteristika vybranych oblasti
severnich Cech. V piipadé druhu Tuber aestivum jsem se zaméfil na jeho vlastnosti,

morfologické znaky a vyskyt na nasem uzemi.

Cilem druhé, praktické c¢asti, byla aplikace molekularné genetické metody detekce
zastupct rodu Tuber véetné lanyze letniho (Tuber aestivum). Provedl jsem odbér ptdnich
vzorkii s ektomykorhizami ve vybranych oblastech severnich Cech, extrakci DNA
z ektomykorhiz, kvalitativni detekci zastupci rodu Tuber véetné Tuber aestivum pomoci
PCR se specifickymi primery i druhovou identifikaci porovnanim sekvenci pomoci
genetické databaze GenBank a mnohorozmérnou analyzu vybranych pidnich parametri a

faktori prostfedi pomoci programu Canoco.



UvVoD

Rod Tuber patii mezi Ascomycota (houby vieckovytrusé). Rostou ve vapenitych
pudach v ektomykorhiznim spojeni s pomémé Sirokou Skalou listnatych dfevin, véetné
dubu (Quercus spp.), lisky (Corylus spp.), topolu (Populus spp.), buku (Fagus spp.), cistu
(Cistus spp.), habru (Carpinus betulus) a lipy (Tilia spp.) (Ceruti et al., 2003) a vzacné i
pod jehli¢nany, pfedevsim borovicemi (Pinus.) (Skala, 2001).

Vytvaii hypogeicky askokarp (plodnici) znamy jako lanyz, ktery miize CasteCné
vycnivat nad povrch pudy. Plodnice se zaklada pod zemi v hloubce od 1 do 30 cm
(Streiblova et al., 2012). Zralé plodnice maji velmi intenzivni vlni, kterd pronikéd pidou.
Viné 1dka nékteré druhy vysoké a cerné zvéfe 1 drobné hlodavce, ktefi plodnice
vyhrabavaji a konzumuji. Zralé vytrusy (askospory), které se tvoti v plodnicich, prochazeji
bez poskozeni zazivacim traktem zvifat, coz zajiStuje Sifeni houby do novych lokalit
(Gryndler et al., 2004; Streiblova et al., 2012). Jde o specificky mechanizmus, ktery se

vyvinul béhem evoluce a slouzi k zachovani a §ifeni tohoto druhu v pfirode¢.

V soucasné dobé se vyhledavani lanyzl pii sbéru v terénu provadi hlavné pomoci
vycvicenych pst, nebo mladého prasete (Gryndler et al., 2004). Na lanyZze je také vazana
tzv. lanyzova muska (Suillia pallida), ktera rovnéz slouzi k lokalizaci lanyzi (Kalina et
Vana, 2006). Latkou, ktera se uvoliiuje ze zrajicich plodnic a kterd neomylné tato zvitata k
plodnici ptivede, je velmi pravdépodobné dimetylsulfid (Gryndler et al., 2004; Splivallo et
al., 2012).

Nejznaméjs$imi druhy rodu Tuber jsou, lanyz Cernovytrusy (Tuber melanosporum
Vittad.) a lanyz bily (Tuber magnatum Pico). Plodnice téchto druh maji nezaménitelné
vyrazné aroma, které je kli¢em k jejich svétové gastronomické proslulosti. Diky tomu se
tyto dva druhy staly spolecné s kaviarem nejdraz$imi kulinafskymi lahtidkami na

svétovych trzich (Streiblova et al., 2012).

Geografické rozlozeni vyskytu znamych zastupci rodu Tuber se tyka hlavné mirného
pasu severni polokoule (Pomarico et al., 2007). Zastupci rodu Tuber se pfirozené vyskytuji
ve tiech odlisnych oblastech: Evropa, jizni a vychodni Asie a Severni Amerika (Smith et
Read, 2008). Zemé&pisné rozlozeni vyskytu zastupct rodu Tuber ukazuje podstatné rozdily
mezi jednotlivymi druhy (Mello et al., 2006).

v

Za nejspolehlivéjsi seznam vSech znamych druhi lanyzh povazuji Index Fungorum,

na ktery se obraceli ve svych pracich Wang et al. (2007) a Zampieri et al. (2009).
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Nalezneme zde seznam s celkem 191 druhy rodu Tuber. V Evrop¢ je hlaseno celkem 27
druhti lanyza (Riousset et al., 2001).



1. LITERARNI PREHLED

1.1 Rod Tuber: zaiazeni do systému

Diive se vSechny druhy lanyza fadily do fadu Tuberales, ktery dnes jiZ neni uznavan.

V soucasné dobé rod Tuber fadime do ¢eledi lanyzovitych (Tuberaceae):

Rige: Fungi Whittaker, 1959 — houby
Odd¢leni: Ascomycota Caval.-Sm. — houby vieckovytrusé

Podkmen: Pezizomycotina O.E. Erikss. & Winka

Ttida: Pezizomycetes podtiida Pezizomycetidae

Rad: Pezizales — kustiebkotvaré
Celed’: Tuberaceae — lanyzovité
Rod: Tuber P. Micheli ex F.H. Wigg. — lanyz

(http://www.biolib.cz/cz/taxonposition/id59709/)

1.1.1 Ektomykorhizni symbioza

Jak uz bylo zminéno v tvodu, zastupci rodu Tuber tvoii ektomykorhizni symbiozu s
Sirokou Skélou listnatych dfevin, véetné jehli€nantl, a proto byla do literarniho piehledu

zafazena kapitola s charakteristikou ektomykorhizni symbio6zy.

Lesy mirného pasu a severské (borealni) ekosystémy, ale i tropické lesy tvoii z 95%
symbidzu S ektomykorhiznimi houbami (Mello et al., 2002; Gryndler et al., 2004). Uspéch
této symbiozy je vétSinou disledkem vymény Zivin mezi rostlinou a houbou (Mello et al.,
2002). Dostupnost zivin v pudé, ovliviiuje kolonizaci ektomykorhizni houbou. Naptiklad
V mistech s nizkym obsahem P a K, je kolonizace upiednostiiovana (Garcia-Montero et al.,
2009). Houba poskytuje své hostitelské rostliné fosfor, stopové prvky, toleranci proti
suchu, ochranu pied patogeny a skudci na oplatku za organicky uhlik od svého hostitele
(Pruett et al., 2008; Pruett et al., 2009). Vznik mykorhizni symbiézy je u ektomykorhiznich

hub podminkou pro vytvofeni plodnice a uzavieni zivotniho cyklu (Mello et al., 2002).

Klicovym prvkem ektomykorhizni symbidzy jsou tzv. ektomykorhizy

(ektomykorhizni kotinky). Jsou to ptfetvofené postranni kotinky dievin a nékterych bylin,
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které pokryva souvisly povlak hyf (hyfovy plast). Hyfy pronikaji i do mezibunécnych
prostoru kofenové kury, kde tvoii tzv. Hartigovu sit’ (Holec et al., 2012). Ektomykorhizy
jsou Vv pudnim prostiedi propojeny jednotlivymi hyfami (periferni mycelium) nebo
hyfovymi svazky (Gryndler et al., 2004). Ty hraji klicovou roli v regulaci pfenosu Zivin
mezi houbou a rostlinou a zvét$uji ptidni objem vyuzity rostlinou (Smith et Read, 2008).
Ektomykorhizni houby také plisobi na ptidni prostfedi tim, Ze produkuji fadu latek, které

ovliviluji jiné organizmy ve svém okoli (Gryndler et al., 2004).

Ektomykorhizni symbioza vznikla nezavisle na sobé nejméné Ctytikrat (Smith et
Read, 2008), a zfejm¢é méla zasadni vyznam pii diverzifikaci (druhovém rozriznéni) jak
hostitelskych rostlin, tak i symbiotickych hub. Ektomykorhizni symbio6za je tedy vyvojove
nestabilni a zda se, Ze nestabilita v Case je jednou z jejich hlavnich charakteristickych

vlastnosti (Gryndler et al., 2004).

1.1.2 Dé&jiny lanyza v Evropé

Jiz pted 4 000 lety byl lanyZ poprvé zobrazen na sumerské desce v Mezopotamii. Ve
¢tvrtém stoleti pred naSim letopoCtem se poprvé zminuje o existenci lanyzi fek
Theophrastos z Eresu. Slo o pisemné doklady, které shrnovaly botanické poznatky klasické
antiky. Zajem o lanyze poklesl v raném stfedovéku, nebot’ si lidé mysleli, Ze jde o dilo
d’abla. I pfes svou Spatnou povést se ve vrcholném stfedovéku stal lanyZz Cernovytrusy
(Tuber melanosporum) soucasti kuchaiskych receptl. Zna¢ny zajem o lanyze stoupl ve
Francii v dob& renezance a novovéku. V soucasné dobé jsou lanyze vyhleddvanou
gastronomickou pochoutkou v mnoha zemich, a proto jejich popularita i cena stale stoupaji
(Streiblova et al., 2012).

V poslednich desetiletich sbér lanyzi rostoucich volné (v tradi¢nich ptirodnich
podminkach) vyrazné poklesl v disledku klimatickych zmén a nekompetentnich lidskych
zasahti (Mello et al., 2006; Streiblova et al., 2010). Ani fizend produkce lanyzli nestaci
pokryt poptavku, ktera je asi 10x vyssi nez stavajici nabidka. V roce 2009 byly prodavany
plodnice italského lanyze bilého (T.magnatum) za 200-300 euro/100g a Vv piipadé
francouzského lanyze (T.melanosporum) se cena pohybovala kolem 210 eur/100g
(Streiblova et al., 2012).
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1.1.3 Déjiny lanyZzii na naSem uzemi

V 50. letech 16. stoleti byl vydan prvni ilustrovany a latinsky psany herbaf
Commentarii in libros sex Pedacii Dioscoridis, jehoz autorem je P. A. Mattioli (1501—
1577). Dilo shrnovalo pfirodovédné poznatky uvedené doby. Nasledné bylo toto dilo
vydano v Praze v Ceském jazyce pod nazvem Herbaf neboli Bylinaf. V herbéti nalezneme
prvni zminku o dvou skupinach podzemnich hub, které jsou pojmenovany jako ,,jeleni
hubky* a ,.lenejse”. Slo ziejmé o lanyz rysavy (T. rufum Pico) a lanyz letni (T. aestivum
Vittad.). Tyto ndzvy byly spojovany s jeleni zvéfi, kterd pomoci ¢ichu houby vyhledavala,
a proto je Ceské oznaceni lanyz pravdépodobné odvozeno od slova lai (Streiblova et al.,

2012).

Koncem 18. a zac¢atkem 19. stoleti se J. V. Krombholz (1782-1843) stal diky svému
atlasu hub Naturgetreue Abbildungen und Beschreibungen der essbaren, schddlichen und
verddchtigen Schwimme prikopnikem systematického studia hub. Dal§im prukopnikem
byl A. K. J. Corda (1809-1849) se svou klasickou Sestisvazkovou publikaci Icones
fungorum hucusque cognitorum (1837-1854). Corda patii k zakladatelim mykologie jako
védy u nas 1 ve svété. Od dob jeho plisobeni az dodnes je v nasi zemi malo védeckych

publikaci tykajicich se lanyza (Streiblova et al., 2012).

Od 20. let se mizeme setkat s poznatky o lanyzich, které publikovaly v ¢eskych
mykologickych &asopisech Klika (1927), Vacek (1948, 1949, 1950), Svréek (1958), Sebek
(1985, 1987) a Skala (2001) (Streiblova et al., 2012).

Od devadesatych let az do nedavné minulosti nebyl v detailu rod Tuber u nas
studovan (Streiblova et al., 2010), takZe zastupci nejsou zafazeni v Cerveném seznamu hub

(makromycettl) Ceské republiky (Holec et Beran, 2006).

Na nasem uzemi jsou ziejm¢ nékteré druhy lanyzi zastoupeny vice, nez jsme se
pivodné domnivali. Potvrzuji nam to prace od Zampieriho (2009) a Gryndlera (2011),
zalozené na aplikaci molekularné genetickych metod, diky kterym jsme schopni detekovat
DNA lanyzi v pidé a v kofenech potencidlnich hostitelli bez nutnosti nalezu a sbéru
plodnic. Toto tvrzeni potvrzuji sbéry provedené S. Valdou (2009), ktery se v poslednich

letech vénoval studiu nasich lanyzi a uvadi z Cech 8 druhti (Streiblova et al., 2012).
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1.1.4 Péstovani lanyZi ve svété

Jiz v 16. stoleti Iékar Bruyerin fekl, ze je mozné lanyze péstovat. Ale az kolem roku
1810 Joseph Talon z Vaucluse (jizni Francie) zjistil, Ze lanyZe se vyskytuji ve vapnité pudé
zejména v blizkosti nékterych dubt (Gryndler et al., 2004; Mello et al., 2006), a proto
vysadil Zaludy, které pochézely z dubti rostoucich v blizkosti vyskytu této houby do terénu.
Asi po 8 az 10 letech nachazel na pfisluSnych mistech plodnice lanyze. Tento postup
pouzil Auguste Rousseau a v roce 1848 vysadil ve Vaucluse na 7 ha zaludy dubu, které
byly infikované lanyzem a zalozil tim tradici francouzskych lanyzaren (tzv. truffiéres)
(Streiblova et al., 2012). Od té doby se péstovani lanyzu $itilo po Francii, Italii, Némecku a
Spanélsku do mist, kde byly vhodné klimatické podminky a geologicky podklad (vapenec)
a postupné se vyvijel a zdokonaloval zptsob jejich péstovani (Gryndler et al., 2004).

Ke konci 19. stoleti doslo k napadeni francouzskych vinic msi¢kou révokaznou. Tato
mista jsou vhodna pro lanyZe, a proto se misto vinné révy vysazovaly doubky do puady,
ktera je ve Francii velice bohata na spory lanyzu. Dalsi nestésti, které piispélo k rozvoji
lanyZovych plantdzi, byl thyn bource moruSového. Na mistech, kde rostly plivodné
moruSovniky, probéhla rozsahla vysadba mykorizovanych doubkt lanyzem. Diky tomu je
pocatek 20. stoleti povazovan za zlatou éru produkce lanyze cernovytrusného (T.
melanosporum) ve Francii (Streiblova et al., 2012). Roéni produkce lanyze se zvysila na
1588 tun (Mello et al., 2006).

Po konci druhé svétové valky se produkce lanyzii stale Snizuje. PfiCinou je ziejmé
zména klimatickych podminek, vysazovani jinych druhl dfevin v lesich, omezovani ploch
pfirozen¢ho vyskytu lanyzi v pfirodé, a také diky nedostatecnému obnoveni starych
plantazi. Diky témto okolnostem poklesla na pocatku 21. stoleti ve Francii ro¢ni produkce
lanyZe Cernovytrusného (T. melanosporum) na desitky tun (Pruett et al., 2009; Streiblova
etal., 2012).

Proto v pozdnich 70. letech 20. stoleti zacala Italska a Francouzska vlada podporovat
vyzkumné programy za uc¢elem modernizace technologii, coZ by sebou pfineslo zvySeni

efektivity péstovani lanyza (Mello et al., 2006; Streiblova et al., 2012).
Pfi komeréni vyrobé mykorizovanych semenacki se nejvice pouziva T.
melanosporum a v mensi mite i T. aestivum a T. borchii (Bertini et al., 1999; Zambonelli et

al., 2000; Gryndler et al., 2004). Ostatni jedlé lanyze o nizké kvalité, jako jsou napiiklad

T. brumale, T. mesentericum, T. dryophilum a T. puberulum, jsou povazovany za plevelné,
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pokud se vyskytnou v kulturach s cennéj$imi druhy (Bertini et al., 1999). Protoze je velmi
obtizné ziskat Cisté kultury mycelia Tuber spp., tak se nejéastéji pouziva suspenze kli¢icich
spor lanyze, diky které dojde k mykorizaci kofenového systému u semenackt hostitelskych
rostlin (lotti et al., 2002; Streiblova et al., 2012). Bohuzel, tyto techniky ¢asto vedou
K tomu, ze je rostlina mykorizovana $patnym druhem lanyze, nebo jinou ektomykorhizni
houbou jako je Pulvinula constellatio a Sphaerosporella brunnea (lotti et al., 2002).
Moznost mykorizace jinym druhem rodu Tuber, nebo jinou ektomykorhizni houbou dala
impulz k rozvoji molekularné genetickych metod, diky nimz jsme schopni detekovat DNA

lanyzt nebo jejich konkurentid v kofenech hostitelsky rostlin (Smith et Read, 2008).

Po mykorizaci pfisluSnym druhem lanyze se semenacky hostitelskych rostlin
kultivuji 2 aZ 3 roky a poté jsou nejlepsi exemplafe vysazovany do pfipraveného terénu
(tzv. plantazi). Samotny sbér plodnic mizeme ocekavat po 8 az 10 letech. Zakladani
umélych plantazi s mykorizovanymi semenacky hostitelskych rostlin je dnes jediny
spolehlivy zpisob produkce lanyzi ve vétsim méfitku (Streiblova et al., 2012). V disledku
toho se zakladani plantazi provadi i v netradi¢nich oblastech, jako je naptiklad Izrael,
Novy Zéland, Severni Amerika, Australie a Asie (Mello, 2006; Smith et Read, 2008;
Streiblova et al., 2012).

1.1.5 Péstovani lanyZzii na naSem uzemi

Od 18. stoleti se Slechtici snazili kultury lanyzii importovat na sva panstvi. Slo o
lanyZe ¢ernovytrusného (T. melanosporum), ktery byl dovezen z Francie (Streiblova et al.,
2012). Naptiklad hrabé Herberstein v Zerotiné u Panenského Tynce pro svoji kuchyni
nechaval péstovat Tuber melanosporum az do roku 1937 (Gryndler et al., 2004). V prvni
polovingé 19. stoleti se také snazil péstovat lanyze knize Kinsky na svém panstvi
v Zelevicich u Slaného a v Bakové u Slaného. O jaky druh $lo, viak neni znamo (Houda,
1994; Streiblova et al., 2012). Plodnice T. melanosporum byla nalezena snad i v parku
hrabéte Schonborna v Dlazkovicich u Lovosic. DalSim mistem, kde méla byt kultura

lanyZe je park v Chocni (Gryndler et al., 2004).
Od roku 1913 probéhly pokusy s umélym péstovanim lanyzi na jizni a stfedni
Moravé. Slo o lokality, které byly znamé vyskytem lanyze letniho (T. aestivum). Byly to

lesy v oblasti Chiibskych kopct,, Karpatech, Lichtenstejnského panstvi v Moravském

krasu, Drahanské vysoc&iny a Zdanickém lese. Jednalo se o prvni pokus Fizené produkce
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lanyzti ve stiedni Evropé. Vzniklo celkem 14 oplocenych skolek o rozloze 60 art, u
kterych probéhla postupna vysadba okolo 500 sazenic francouzskych a tuzemskych
doubkti mykorizovanych lanyZzem ¢ernovytrusnym (T. melanosporum). V letech 1929 a
1941 byly kultury poskozeny tuhou zimou, kdy teplota klesala az k -40 az -45 °C, a také v
dasledku nevyhovujicich podminek v pribéhu dvou svétovych valek, takze tento
experiment neposkytl davéryhodné vysledky a pokusné Skolky postupem casu splynuly
s okolni vegetaci (Gryndler et al., 2004; Streiblova et al., 2010; Streiblova et al., 2012).

1.1.6 Zajimavosti tykajici se zastupci rodu Tuber

U Tuber melanosporum, Tuber magantum a Tuber aestivum byla studovana fada
chemickych latek, zejména vysSich alifatickych aldehydt a alkohold, které vyvolavaji svou
piitomnosti nezaménitelnou viini i chut’. Hlavnimi vonnymi latkami lanyZza jsou 2-butanon,
3-metylbutanal, metylbenzen, 2-butenal, hexanal, 2-metyl-2-butenal, heptanal, 3-metyl-1-
butanol, 2-metyl-1-butanol, 2-heptenal, 2-oktenal, 1-okten-3-ol (tzv. houbovy alkohol),
kyselina octova, benzaldehyd, 2-etyl-1-hexanol, 2(3H)-dihydrofuranon, fenylacetaldehyd,
fenyletanol a fenol (Gryndler et al., 2004).

Rod Tuber se vyznacuje také nizkym obsahem tuku a vysokym obsahem bilkovin.
Dlvodem, diky kterému je o lanyze tak velky zajem, je pravdépodobné to, Ze se
V plodnicich a i1 ve fermentujicim myceliu lanyz vyskytuji celé fady chemickych latek,
jako jsou napiiklad steroly, ceramidy nebo fenolové latky. VSechny tyto latky podporuji
lidské zdravi, protoze se podileji na prevenci a 1é€bé mnoha chorob. Proto je mozné
pohliZzet na lanyze, jako na potencialni zdroj latek podporujicich lidské zdravi (Ana

Villares et al., 2012; Tang et al., 2012).

U lanyze letniho Tuber aestivum, ale i dalSich lanyz(, byly nalezeny zdravi
prospésné rostlinné steroly (tj. brassicasterol, campesterol, stigmasterol, B-sitosterol a
ergosterol) (Tang et al., 2012). Z nich naptiklad ergosterol se vyznacuje Sirokym spektrem
zdravi prospé$nych vlastnosti. Pisobi jako antioxidant a ma protizanétlivé ucinky (Tang et
al., 2012). Také byly nalezeny fenolové slouceniny, které vykazuji ochranny ucinek u
n¢kolika lidskych onemocnéni, jako je naptiklad rakovina, kardiovaskularni choroby nebo

zanétlivé procesy (Ana Villares et al., 2012).

Nékteré druhy lanyzi jsou charakteristické tvorbou houbovych pldnich kolonii

Vv okoli hostitelskych stromt, v némz je velmi omezend bylinnd vegetace. Povrch pidy zde
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vypadd, jako kdyby byl zasazen herbicidem. Tyto plochy jsou oznacovany jako ,brlé*
(francouzsky spalenina). Spaleniny jsou zpiisobeny alelopatickymi a chemickymi t¢inky
nékterych tékavych organickych sloucenin (napi. 2-methylpropanal, 2-methylbutanal, 2-
metyl-1-butanol), které lanyze produkuji (Gryndler et al., 2004; Pomarico et al., 2007;
Garcia-Montero et al., 2009).

1.2 Charakteristika druhu Tuber aestivum

Stejné¢ jako ostatni mykorhizni druhy, roste lanyz letni v ektomykorhiznim spojeni s
koteny hostitelskych stromt. Preferuje lesy s hostitelskymi stromy jako je: dub letni
(Quercus robur), liska obecna (Corylus avellana), habr obecny (Carpinus betulus), buk
lesni (Fagus sylvatica) a lipa srd¢ita (Tilia cordata) (Hilszczanska et al., 2008), vzacné i
s borovici ¢ernou (Pinus nigra), borovici lesni (Pinus sylvestris), jalovcem obecnym

(Juniperus communis), jasanem ztepilym (Fraxinus excelsior) (Kotlaba, 1995).

Kromé Francie byl lanyZ letni ¢asto v Evropé piehlizen. AZ v poslednim desetileti
byl nové objeven na riznych stanovistich po celé¢ Evropé€ a je povaZovan za nejcastéjSiho

evropského lanyZze s komerc¢ni hodnotou (Streiblova et al., 2010).

T. aestivum patii k druhtim, které lze bézné nalézt v evropskych lanyzovych
oblastech, jako je Italie, Francie, Spanélsko, ale také v Anglii, Portugalsku, Némecku, ve
SV}'lcarSku, Polsku, CR, Mad’arsku, Rumunsku, Rakousku na Ukrajing, Krymu, na pobiezi
Cerného mote, na Svédském ostrové Gotland, v Dansku a na Slovensku (Kotlaba, 1995,
Gazo et al., 2005; Streiblova et al., 2010). Izolované je mizeme objevit v méstskych

lokalitach (Pal-Fam, 2001).

Ve stiedni Evropé Tuber aestivum preferuje vapnité, urodné pudy. Plodnice se
nachazi ve vrstvé humusu obvykle v hloubce 1-2 cm, na podzim v hloubce 15-20 cm
(Streiblova et al., 2010). Lanyz letni ma 2 formy: T. aestivum f. aestivum a T. aestivum f.

uncinatum, ktera je nejvice cenéna (Paolocci et al., 2004).
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1.2.1 Vlastnosti Tuber aestivum

V poslednich letech byla zaznamenana vyznamna poptdvka po plodnicich T.

aestivum diky pozornosti, kterou mu vénuji badatelé a kuchafi (Rivera et al., 2011).

Lanyz letni nema tak silné aroma a chut jako Tuber melanosporum a Tuber
magnatum (Culleré et al., 2010). Je sbiran od kvétna do zafi a prodejni cena se pohybuje od
75 do 155 euro/kg (Streiblova et al., 2010). K jednoznaénym vyhodam lanyze letniho patii
znaéné geografické rozlozeni (Riousset et al., 2001; Rivera et al., 2011), urcita tolerance
k siroké skale teplot, relativni odolnost proti suchu, tolerance k nadmotskym vyskam az do
1 000 m nad mofem, K rizné pudni textufe a struktufe, k riznym typim ptidniho chemismu
a k sirokym variacim slozeni vegetace na lokalité (Bratek et al., 2001, Wedén et al., 2004;
Gazo et al., 2005; Streiblova et al., 2012). Houba je pies zimu v klidovém stavu a ma ve

srovnani s T. melanosporum relativné vyssi toleranci k mrazu (Berthaud et al., 1998).

Ze vsech zastupci rodu Tuber lze péstovat v semikultufe lanyz letni nejsnadnéji.
Kromé Francie, kde je forma uncinatum péstovana tradiéné, v tomto sméru pokrocilo
z okolnich zemi nejdidle Madarsko s rozsahlymi pokusnymi vysadbami ockovanych
stromkd. Tyto vysadby vSak dosud nebyly produkéné uspésné. Sklizen lanyze letniho
Z ptirozenych stanovist pfindsi znacné zisky z vychodoevropskych zemi zejména
Mad’arsku a Rumunsku a export nestaci kryt potteby mezindrodniho trhu (Streiblova et al.,

2010, 2012).

1.2.2 Morfologické znaky

Lanyz letni tvofi podzemni a obvykle kulovité nebo hlizovité zplostele, pevné, tuhé,
20-80 mm Siroké askokarpy (obr. 1). Vnéjsi sténa plodnice (peridium) je ¢ernohnéda
S vyraznymi pyramidalnimi az mnohouhelnikovitymi, 4—7 mm Sirokymi bradavkami (obr.

1) (Holec et al., 2012).

Vnitini plodna ¢ast plodnice (gleba) je v obdobi nezralosti bila, pozdéji nazloutla a
zluta, Seda nebo ofiskove hnédéa a v dospé€losti je mramorovand. Mize dosdhnout velikosti
bramboru, vazit az 0,5 kg a mit 20 az 100 mm v praméru. Viecka (asky) dosahuji velikosti
60 az 100 x 50-80 pum a jsou pievazné kulovitého nebo hruskovitého tvaru (obr. 2).
Vytrusy (askospory) jsou elipsoidni se sitovitou ornamentaci, zpocatku hyalinni. V obdobi
zralosti jsou zluto-hnédé, dosahujici velikosti 24—50 x 14-32 um (Montecchi et Saracini,
2000).
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Obr. 1. Tuber aestivum Vitt. (forma uncinatum), plodnice je ¢ernohnéda, na niz jsou pyramidové
bradavice. Fotografii poskytl M. Gryndler.

Obr. 2. 128: Tuber bohemicum (synonymum Tuber aestivum) Corda (1854) - (1) ¢asti plodnice, (2)
polygonalni pyramidalni bradavky na peridiu, (3) pyramidalni bradavka s vyraznym vrcholem, (4,
5) ¢asti gleby s viecky, (6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) viecka v riznych stadiich vyvoje, (13) tii vytrusy
(askospory).

129: Tuber aestivum Tulasne (1) ¢ast plodné gleby, (2, 3) viecka s vytrusy, (4) askospory.

130: Tuber brumale.

Vsechny kreshy A. C. J. Corda (1854)
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1.2.3 Vyskyt Tuber aestivum na nasem uzemi

Pocatkem 19. stoleti byl na nasem tzemi Tuber aestivum (pod synonymem Tuber
cibarium Pers.) poprvé popsan Krombholzem (1821). Pozd¢ji ve slavné Cordové (1854)
praci Icones fungorum hucusque cognitorum byly popsany dvé odrudy rodu Tuber:
varianta a) Tuber bohemicum (Corda) a varianta b) Tuber aestivum (Tulasne). Ke konci 19.
stoleti byly lanyze nalezené na naSem tUzemi Vilhelmem (1899), Velenovskym
(1920-1922). V obdobi 19261927 byly zveifejnény vyznamné ptispévky k poznani lanyzu
v Ceskych cCasopisech Klikou (1927), dale pak v letech 1947-1951 Vackem (1950) a
Sebkem (1992) (Streiblova et al., 2010). Od téchto let az do publikace praci Gryndlera et

al. (2011, 2013), nebyla u nas rodu Tuber vénovana pozornost.

V Ceské republice je lanyz letni (T. aestivum) ziejmé nedilnou soucasti vétsiny
ekosystému vazanych na vapencovy podklad s typickou teplomilnou kvétenou (Streiblova
et al., 2010). Lanyz letni byl na tizemi Ceské republiky hlagen na Kiivoklatsku, v Narodni
ptirodni rezervaci Karlstejn, v Chranéné krajinné oblasti Kokofinsko (Valda, 2006, 2009),
na Pardubicku, Podébradsku (Velenovsky 1920-1922, Klika 1927), v oblasti Kladna (Pilat
1965), v oblasti Polabskych nizin (Sebek 1992), dale v okoli Brna, Drahanské vysoginy, v
Chranéné krajinné oblasti Moravsky kras, v oblasti Chiibii a v podhuii Karpat (Streiblova
et al., 2010). Dosud nejseverngjsi publikované lokality Ceské republiky jsou: hora Rip u
Roudnice nad Labem (Kotlaba, 1995) a Teplicko (Skala, 2001).

V soucasné dobé je lanyz letni (Tuber aestivum Vitt.) na izemi Ceské republiky
chranény. Dle vyhlasky ¢. 395/1992 Sb., ve znéni vyhlasky 175/2006 Sb. je fazen mezi
kriticky ohrozené druhy, pravdépodobné kvili nepfiznivému plsobeni celkového
znedisténi ptirodniho prostiedi, $patného hospodafeni v lesich, sbéru plodnic a ziejmé i
zvySovani kyselosti pidy. Jeho ochrana neni dostate¢né zabezpecCena, protoze jen malo

lokalit, kde se vyskytuje, lezi v chranénych tizemich. (Kotlaba, 1992, 1994, 1995).
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1.3 Charakteristika vybranych oblasti severnich Cech

1.3.1 Klimaticka charakteristika

V té&chto oblastech Usteckého kraje s nadmoiskou vyskou do 250-300 m pievlada
teplé¢ klima. Zékladnim znakem oblasti jsou primérné Cervencové teploty vzduchu nad
18 °C, primérné lednové teploty -2 az -3 °C, pocet letnich dnii v roce nad 50 a pocet
mrazivych dni v roce pod 110. Oblasti s nadmotskou vySkou zhruba mezi 300-600 m,
jsou tazeny do mirné teplé oblasti, kterd je charakterizovand primérnou cervencovou
teplotou vzduchu 16-18 °C, primérnou lednovou teplotou -2 az -6 °C, 20 az 50 letnimi

dny v roce a 110 az 160 mrazovymi dny Vv roce. (Kuncova, 1999).

Primérné thrnné hodnoty ro¢niho globalniho zafeni se pro niziny CR uvadgji ve
vysi 420-430 kJ.cm™?. Hodnoty pro vétsinu Usteckého regionu jsou nizsi, neZ je
celorepublikovy pramér (Ceské stiedohoii 420 kJ.cm™®, Mostecka panev 377 kJ.cm™), coz
je dasledkem caste¢ného vyskytu velké oblacnosti a mlh. Ve vétsi mife se uplatiiuje i

znec€isténi ovzdusi (Kuncova, 1999).

Srazky se vyznacuji velkou proménlivosti a to z hlediska prostorového a ¢asového.
Primérny pocet dni se srdzkami 1 mm a vice Cini v téchto oblastech 90-100 dni.
Srazkovy thrn ve vegetativnim obdobi je 350-400 mm a v zimnim obdobi 200-300 mm.
Podkru$nohofti piedstavuje v celoro¢nim tthrnu 60—70 mm na 100 m a je jeden z nejvétsich
v Ceské republice. Nejsussi oblasti je Zatecko a oblast kolem Tusimic a Kopist. (Kuncova,
1999).

1.3.2 Pedologicka charakteristika

Na zakladé pH pudy podle katastralnich izemi CR (mapa pfistupnd v MBU AVCR
Praha zpracovana VUMOP, Praha) jsem vybral oblasti s pH pudy nad 6,0. Tyto pidy se v
severoéeském kraji vyskytuji naptiklad na Lovosicku, Zatecku, v okoli Teplic, Litoméfic,

Libochovic, Roudnice nad Labem, Loun, Chomutova a Mostu.

Zaymov¢e uzemi je pedologicky velmi rtiznorodé a vyskytuje se na ném fada pidnich
typl. NejcastéjSimi pudnimi typy na Teplicku jsou: modélni kambizemé¢, kambizemé
stagnické, pelické, antropogenni piidy a ¢ernozemé modalni a karbonatové ze sprasi.

Na Lovosicku: kambizem¢é modalni, pelické, fluvizemé modalni, cernozemé modalni

a karbonatové ze sprasi.
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Na Litoméficku: ¢ernozemé modalni a karbonatové ze sprasi, fluvizemeé modalni,
rendziny a pararendziny, kambizemé modalni, kambizemé arenické z piskil a Stérkopiskd,

kambizem¢ pelické, hnédozemé modalni.

V okoli Roudnice nad Labem: fluvizem¢ modalni, rendziny a pararendziny, modalni
kambizemé, modalni hnédozemé, ¢ernozem¢ modalni a karbonatové ze sprasi, cernozemé

zZ lehkych substrat, kambizemé¢ arenické z piskl a Stérkopiskd.

Na Libochovicku: modalni kambizemé, modalni fluvizemeé, modalni hnédozemé,
¢ernozem¢ modalni a karbonatové ze sprasi, rendziny a pararendziny a cernozemé¢ vertické
ze slinitych jila.

Na Lounsku: modélni fluvizemé, modalni kambizemé, rendziny a pararendziny,

¢ernozem¢ modalni a karbonatové ze sprasi a ernozemé vertické ze slinitych jila.

Na Zatecku: ¢ernozemé& modalni a karbonéatové ze sprasi, rendziny a pararendziny a

modalni fluvizemé.

Na Chomutovsku: ¢ernozemé modalni a karbonatové ze sprasi a modalni smonice a

modalni kambizemé.

Na Mostecku: kambizemé& modalni, pelické, stagnické, modalni smonice, cernozemé
modalni a karbonatové ze sprasi, modalni ¢ernice, rendziny a pararendziny a antropogenni

pudy (Kuncova, 1999).

1.3.3 Typy vegetace ve vybranych oblastech

Potencidlni a pfirozend vegetace ve vybranych oblastech je také velmi riznoroda a
vyskytuje se zde v rGznych typech, které byly vypsany z knihy ,,Mapa potencidlni

pfirozené vegetace Ceské republiky*, jejimiz autory jsou Z. Nehauslova a kolektiv (2001).

Prvnim typem je CernySova dubohabiina (Melampyro nemorosi-Carpinetum), ktera
se vyskytuje ve vyskach (200) 250-450 m n. m. Tvoii ji stinné dubohabiiny s dubem
zimnim (Quercus petraea), habrem (Carpinus betulus), lipou (Tilia cordata) a dubem
letnim (Quercus robur). Ve vyssich nebo inverznich polohach se téz objevuje buk (Fagus

sylvatica) a jedle (Abies alba).

Druhy typ je lipova bucina s lipou velkolistou (Tilio platyphylli-Fagetum), ktera se
vyskytuje piedevsim na severnich svazich v nadmotskych vyskach 450-650 m. Osidluje

zvétralinové plaste tretihornich vyvielin (fonolith a cedicd). Je tvofena stromovym a
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bylinnym patrem. Ve stromovém patru pievlada buk (Fagus sylvatica), lipa velkolista
(Tilia platyphyllos), a také dub zimni (Quercus petraea) a lipa srd¢ita (Tilia cordata).

Tretim typem je mochnova doubrava (Potentillo albae-Quercetum), ktera se
vyskytuje pirevazné v intervalu nadmoiskych vysek 200—400 m. Typickymi stanovisti jsou
mirné sklonéné baze svahii k¥idovych plasth terciérnich vulkanitt v Ceském stiedohoii a
kiidové usazeniny Ceské tabule. Zahrnuje druhové bohaté doubravy s dubem zimnim
(Quercus petraea) nebo letnim (Quercus robur), nékdy muze byt pfimisen habr (Carpinus
betulus) nebo lipa srd¢ita (Tilia cordata), vzacnéji i buk (Fagus sylvatica) a jetaby (Sorbus
torminalis, Sorbus aria). V kefovém patru je vyskytuje Frangula alnus, castéji Corylus

avellana.

Ctvrtym typem je kostalova borova doubrava (Festuco ovinae-Quercetum roboris),
ktera je typickym spoleenstvem kyselych, n€kdy i mirné vapnitych, ale celkové chudych
pis¢itych substratti s malou vododrznosti. Vyskytuje v nadmotskych vyskach 180—-230 m a
zahrnuje svétlé borové doubravy s piirozenym vyskytem dubu letniho (Quercus robur),
dubu zimniho (Quercus petraea), borovice (Pinus sylvestris) a jednotlivé i biiza (Betula

pendula).

Patym typem je stfemchova jesenina (Pruno-Fraxinetum), misty v komplexu
s mokfadnimi olSinami (Alnion glutinosae), ktera se vyskytuje v nadmotskych vyskach
mezi 220-230 m. Najdeme zde jasan (Fraxinus excelsior), olsi (Alnus glutinosa), lipu

srdc¢itou (Tilia cordata) nebo dub letni (Quercus robur).

Sestym typem je topolova doubrava (Querco-Populetum). Je typickym
spoleCenstvem niz8ich, Casto zaplavovanych poloh v Sirokych nivach fti¢nich uvald.
Vyskytuje se zde dub letni (Quercus robur), topol ¢erny (Populus nigra), sttemcha (Padus

avium) a jasan (Fraxinus excelsior).

Sedmym typem je jilmova doubrava (Querco-Ulmetum). Jde o spoleCenstvo jen
ziidka zaplavovanych ti¢nich niv v nizinach teplé klimatické oblasti, s optimem vyskytu
v nadm. vySkach pod 220 m n. m. Dominantni druhem je zde dub letni (Quercus robur) a
jasan (Fraxinus excelsior). Castou piimés tvoii lipa srd¢ita (Tilia cordata), olse lepkava

(Alnus glutinosa), habr (Carpinus betulus) a javor babyka (Acer campestre).

Osmym typem je lipova doubrava (Tilio-Betuletum). Vyskytuje se na chudsich,

vétSinou sussich ptidach mineralné slabsich substrati. Nalezneme zde dub zimni (Quercus
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petraea), fid¢eji dub letni (Quercus robur), lipu srd¢itou (Tilia cordata) a v malé miie i

habr (Carpinus betulus).

Devatym typem jsou nerozliSené bazifilni teplomilné doubravy (Brachypodio
pinnati-Quercetum). Vyskytuji se na svazich s mirnym, ale i strm¢&jSim sklonem. V Iété
maji tendenci k vysychani. Jsou tvofeny dominantnim dubem zimnim (Quercus petraea)

nebo dubem letnim (Quercus robur).

Desatym typem je bikova a/nebo jedlova doubrava (Luzulo albidae-Quercetum
petraeae, Abieti-Quercetum). Nalezneme zde dub zimni (Quercus petraea) a v mensi miie
btizu (Betula pendula), habr (Carpinus betulus), buk (Fagus sylvatica), jefab (Sorbus
aucuparia), lipu srdcitou (Tilia cordata) a borovici (Pinus sylvestris).

Jedenactym a zaroven poslednim typem je brusinkova borova doubrava (Vaccinio
vitis-idaeae-Quercetum). V severnich Cechach se vyskytuje ve vyskach kolem 260-300 m
n. m. Je vazéna na mirné teplou klimatickou oblast. Porost je tvofen dominantnim dubem
zimnim, fidCeji letnim (Quercus petraea, Q. robur), borovici (Pinus sylvestris), biizou

(Betula pendula) a jetabem (Sorbus aucuparia).
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2. PRAKTICKA CAST

Studium vyskytu zastupct rodu Tuber, v¢etné lanyze letniho (Tuber

aestivum), v padnich vzorcich a vzorcich ektomykorhiz.

2.1 Uvod

Cilem praktické casti byla aplikace specifické molekularné genetické metody,
zalozené na PCR se selektivnimi primery, pii detekci zastupcti rodu Tuber véetné lanyze
letniho (Tuber aestivum), potvrdit jejich vyskyt a rozsiteni v severnich Cechach, zjistit zda
jsou lanyze pritomny v pudach svahti a pokusit se postihnout podminky prostedi, které
jsou dilezité nebo uréujici pro vyskyt zastupcti rodu Tuber véetné Tuber aestivum
(pH pudy, koncentrace vapniku, troficky potencial pudy, vodivost pudniho vyluhu jako
indikator salinity, nadmotska vyska lokality, vyskyt potencialnich hostitelskych rostlin a

charakter podrostuy).

Zaméfil jsem se na oblasti, kde by podle mapy pudniho pH vychazejici z dat
poskytnutych katastralnimi Gfady mély ptevladat lokality s mirné kyselymi az mirné
zasaditymi pidami (pH v rozmezi 6,0 az 8,0), a v téchto oblastech jsem vybiral lokality S
vhodnymi hostiteli: dub (Quercus spp.), liska (Corylus spp.), lipa (Tilia spp.), habr
(Carpinus betulus) a buk (Fagus sylvatica).

Provedl jsem odbér vzorkl kotfenli (ektomykorhiz) potencidlnich hostitell, z nichz
jsem extrahoval DNA, kterou jsem pouzil jako templat v PCR se specifickymi primery
podle Gryndlera et al. (2011) a Zampieriho et al. (2009).

Na kazdé lokalité jsem také odebral plidni vzorky, u kterych jsem provedl analyzu
vybranych pldnich parametrii, ze kterych jsem se snazil postihnout podminky prostiedi,

které jsou dulezité nebo urcujici pro vyskyt zastupct rodu Tuber v¢etné Tuber aestivum.

2.2 Material a metody

Zdrojem materialu byly piadni vzorky (190 vzorki) a vzorky ektomykorhiz (190
vzorkt + 1 opakované odebrany vzorek oznaeny jako vzorek ¢. 86 (14), viz kapitola
2.3.6) odebiranych béhem cervence az fijna roku 2013 a béhem cervence az zaii roku 2014

ve vybranych oblastech severnich Cech.
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2.2.1 Odbér a uchovani vzorku

Vzorky pludy byly odebrany pomoci tenkosténnych plastovych trubek (vzorkovaci,
obr. 3) o priméru 25 mm nafezanych na ¢asti o délce 15 cm. Na kazdé lokalité¢ bylo
odebrano 5 vzorka tak, abychom ziskali 50-100 mg cerstvych mykorhiznich kotent,
potiebnych k extrakci DNA. Vzorky pudy jsem odebral v bodech lezicich na vytycené
ptimce (detailngji viz obr. 4), zatlu¢enim vzorkovac¢u do zemé vzdy po 1 m od sebe
ptiblizn¢ 2 m od hostitelské rostliny. Jde o standardni postup, zohlediujici tvar kofenového
systému. Vzorkovace jsem vytdhl a ulozil je do oznacené¢ho plastového sacku. Pred
odvozem do laboratofe, kde bylo provedeno dalsi zpracovani, jsem doma vytlaéil pudu ze
vzorkovaci a vybral z ni nalezené kotfeny. Ty jsem asepticky ocistil od zbytkl pidy a v

plastovych saccich ulozil pii -20 °C.

Kromé vzorkli urenych ke genetické analyze jsem na lokalit¢ do druhého sacku
pomoci lopatky nabral pfiblizn€¢ 1 kg zeminy. Je dilezit¢ vzdy umyt lopatku a ruce pred
dal§im odbérem, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorki. Pfed dal§im zpracovanim jsem
zeminu usu$il voln€é na vzduchu pfi pokojové teploté¢ a ulozil do oznafeného sacku.
Zemina byla pouzita ke stanoveni pH z vyluhu, vodivosti, trofického potencialu a obsahu

rozpustného vapniku v padé (viz kapitola 2.2.3).

Obr. 3. 5 vzorkovaci (plastové tenkosténné trubky o priméru 25mm a délce 15c¢m) ptipadajicich
na jednu lokalitu + kladivo a lopatka slouzici k zatlu€eni vzorkl a odebrani vzorki zeminy.
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(vzorky) 1m

(hostitelska rostlina)
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Obr. 4. Rozmisténi mist odbéru vzorkt ve vzdalenosti 2 m od hostitelské rostliny a 1 m od sebe,
vzorkovace byly zatlu¢eny do pudy v piimce.

Pidni vzorky byly odebirany jednak v rovinatém terénu, jednak ve svazitém terénu.

Za svazity terén (svahovinu) byl povazovan takovy terén, jehoz stoupani bylo vétsi nez 20

stupndi.
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2.2.2 Prehled odebranych vzorki
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Tab. 1. Vzorek ¢. 1 az 190, hostitelska rostlina, vegetace v okoli hostitelské rostliny, misto odbéru,

datum odbéru.

Vzorek ¢. Hostitel Vegetace v okoli hostitelské Misto odbéru Datum
rostliny odbéru
1 Buk lesni | semenacky habru obec Bofislav 5.7.2013
2 Habr 5.7.2013
obecny hola zem obec Bofislav
3 Dub Netykavka malokvéta, travnaty 5.7.2013
porost obec Bofislav
4 Habr 5.7.2013
obecny hol4 zem obec Bofislav
5 Habr 5.7.2013
obecny hola zem, konvalinka vonna obec Borislav
6 Habr 5.7.2013
obecny semenacky javoru obec Bofislav
7 Dub Netykavka malokvéta, svizel 6.7.2013
vonny za obci Zahofi
8 Buk lesni | semenacky javoru, svizel 6.7.2013
vonny, jaternik za obci Zahoti
9 Buk lesni | semenacky javoru, svizel vonny | za obci Zahoti 6.7.2013
10 Habr 6.7.2013
obecny hola zem, pobliz potoka za obci Zahofi
11 Habr 6.7.2013
obecny semenacky habru, hold zem za obci Zahoti
12 Habr 6.7.2013
obecny Netykavka malokvétd, hold zem | smér obec Zim
13 Habr 7.7.2013
obecny Netykavka malokvéta, jaternik | obec Bofislav
14 Habr 7.7.2013
obecny hol4 zem, semenacky javoru obec Bofislav
15 Dub Doubravska 8.7.2013
semenacky javoru, hold zem Hora
16 Dub semenacky javoru, dubu Pise¢ny Vrch 8.7.2013
17 Dub okolo javor, modiin, pod Doubravska 8.7.2013
netykavka Hora
18 Dub Doubravska 8.7.2013
semenacky javoru, hold zem Hora
19 Buk lesni | semenacky buku, hold zem Strelna 8.7.2013
20 Dub semenacky dubu, javoru, 11.7.2013
netykavka obec Zim
21 Dub les smérem k 11.7.2013
hola zem Zimu
22 Lipa les smérem k 11.7.2013
Netykavka malokvéta Zimu
23 Habr les smérem k 11.7.2013
obecny Netykavka malokvéta Zimu
24 Dub Netykavka malokvéta za obci Zim 11.7.2013
25 Buk lesni | Netykavka malokvéta, hold zem | za obci Zim 11.7.2013
26 Buk lesni Doubravska 15.7.2013
semenacky buku, hold zem Hora
27 Buk lesni | hol4 zem Doubravska H. | 15.7.2013
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28 Dub les u Starych 15.7.2013
Netykavka malokvéta Srbic
29 Dub semenacky buku, dubu, les kousek od 15.7.2013
ostruzinik MstiSova
30 Habr semenacky dubu, habru, hola les kousek od 15.7.2013
obecny zem MstiSova
31 Buk lesni les kousek od 15.7.2013
hola zem MstiSova
32 Habr les kousek od 15.7.2013
obecny semenacky dubu, javoru, habru | MstiSova
33 Habr les kousek od
obecny semenacky dubu, hola zem MstiSova 15.7.2013
34 Buk lesni pod
semenacky javoru, buku, svizel | Kostomlatskym | 20.8.2013
vonny Vrchem
35 Dub pod 20.8.2013
Kostomlatskym
semenacky javoru, hola zem Vrchem
36 Buk lesni Pod Bfezinouu | 20.8.2013
okolo javor, pod hola zem Milesovky
37 Lipa hol4 zem, pobliZ potoka smér MileSov 20.8.2013
38 Dub za MileSovem 20.8.2013
semenacky javoru, dubu, lisky smér Cernice
39 Buk lesni za MileSovem
semenacky javoru, buku smér Cernéice 20.8.2013
40 Buk lesni pod vrchem
Ostry u 20.8.2013
Netykavka malokvéta, hola zem | MileSova
41 Dub pod vrchem
Ostry u 20.8.2013
Netykavka malokvéta, hola zem | MileSova
42 Buk lesni pod vrchem 20.8.2013
Ostry u
hola zem Milesova
43 Dub hold zem Vrch Kletegna | 22.8.2013
44 Liska Netykavka malokvéta, svizel, 22.8.2013
obecna jaternik Vrch Kletecna
45 Liska 22.8.2013
obecna Svizel vonny, netykavka Vrch Kletecna
46 Dub les u Vrchu 22.8.2013
pod travnaty porost Kletecna
47 Dub Svizel vonny, semenacky dubu, 26.8.2013
javoru Dlouhy Vrch
48 Liska 26.8.2013
obecna Svizel vonny, hold zem Dlouhy Vrch
49 Dub hol4 zem Dlouhy Vrch 26.8.2013
50 Dub semenacky dubu, svizel,
jaternik Vrch Lovos 26.8.2013
51 Dub les nad 26.8.2013
semenacky dubu Opéarnem
52 Dub les nad 26.8.2013
semenacky dubu Opérnem
53 Lipa svizel, jaternik, semen. habru nad Opéarnem 26.8.2013
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54 Habr semenacky habru, jaternik, 26.8.2013
obecny svizel vonny les u Radostic
55 Dub svizel vonny, jaternik, 26.8.2013
netykavka les u Radostic
56 Habr 26.8.2013
obecny hola zem les u Radostic
57 Lipa hol4 zem Vrch Borec 26.8.2013
58 Dub holé zem Vrch Boreé 26.8.2013
59 Buk lesni | semenacky buku, javoru nad obci Lelov | 27.8.2013
60 Dub semenacky javoru, jaternik nad obci Lelov | 27.8.2013
61 Dub semenacky javoru, kakost, 27.8.2013
jaternik nad obci Lelov
62 Lipa Netykavka malokvéta, hold zem | nad obci Lelov | 27.8.2013
63 Dub semenacky javoru, dubu, 28.8.2013
netykavka u obce Ohnic
64 Dub semenacky javoru, habru, hola 28.8.2013
zem u obce Ohnic
65 Dub semenacky dubu, travnaty 28.8.2013
porost u obce Straky
66 Dub travnaty porost, stromecky dubu | u obce Straky 28.8.2013
67 Dub semenacky dubu, travnaty 28.8.2013
porost u obce Straky
68 Dub semenacky javoru, hold zem ZabruSany 30.8.2013
69 Dub les u obce 30.8.2013
travnaty porost Oldtichov
70 Dub les u obce 30.8.2013
hola zem Oldtichov
71 Dub les za obci 31.8.2013
Netykavka malokvéta, habr Chotésov
72 Dub les za obci 31.8.2013
okolo bez, pod netykavka Chotésov
73 Habr Vrch Planik u 31.8.2013
obecny semenacky javoru Sedlece
74 Dub les u obce 31.8.2013
semenacky dubu, habru, javoru | Klapy
75 Dub les u obce 31.8.2013
semenacky dubu, javoru Horka
76 Buk lesni les u obce 31.8.2013
hola zem Horka
77 Dub semenacky dubu, ostruzinik u obce Chrastin | 31.8.2013
/8 Dub ostruzinik, semenacky dubu u obce Chrastin | 31.8.2013
79 Dub semenacky dubu, buku, javoru, 31.8.2013
ostruzinik u Peruce
80 Dub semenacky dubu, buku u Peruce 31.8.2013
81 Dub hol4 zem u Peruce 31.8.2013
82 Dub Bilina, Vrch 3.9.2013
semenacky javoru, okolo bez Chlum
83 Dub okolo lipa, pod semenacky 3.9.2013
javoru u Karikova
84 Dub semenacky dubu, javoru, 3.9.2013
jahodnik u Karkova
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85 Dub okolo habr, pod netykavka, 3.9.2013
semenacky javoru les u Hrob¢ic

86 Dub okolo bez, pod hola zem MiroSovice 3.9.2013

87 Dub semenacky dubu, netykavka les u M¢runic 3.9.2013

88 Dub semenacky dubu les u Zichova 3.9.2013

89 Dub semenacky dubu, kakost les u Zichova 3.9.2013

90 Dub semenacky dubu, netykavka, 3.9.2013
jaternik les u Zichova

91 Dub semenacky javoru Vrch Svinky 3.9.2013

92 Lipa Bedfichtuv 3.9.2013
hol4 zem Svétec

93 Buk lesni za MileSovem 6.9.2013
hola zem smér Lukov

94 Dub za MileSovem 6.9.2013
semenacky dubu, buku smér Lukov

95 Dub okolo buk, pod misty netykavka | u Lukova 6.9.2013

96 Dub za Stépanovem 6.9.2013
semenacky habru, hold zem smér Mukov

97 Dub za Stépanovem | 6.9.2013
svizel vonny, semenacky dubu | smér Mukov

98 Dub za St&panovem 6.9.2013
hol4 zem smér Mukov

99 Dub les u obce 6.9.2013
travnaty porost Cerveny Ujezd

100 Dub les u obce 6.9.2013
Netykavka malokvéta, liska Lhota

101 Dub travnaty porost, semenacky 10.9.2013
dubu Odolice u Loun

102 Lipa semenacky javoru, hold zem Chozov 10.9.2013

103 Dub semenacky dubu, hold zem u obce Negichy | 10.9.2013

104 Dub travnaty porost, semenacky 10.9.2013
dubu u obce Necichy

105 Dub semenacky dubu, hold zem u obce Negichy | 10.9.2013

106 Dub semenacky dubu, hola zem u obce Necichy | 10.9.2013

107 Dub hola zem u obce Negichy | 10.9.2013

108 Dub
semenacky dubu, bortivei u obce Necichy | 10.9.2013

109 Dub u obce 10.9.2013

Necichy, Vrch

hola zem Podivak

110 Dub Velky Vrch u 10.9.2013
jahodnik, semenacky dubu Vrsovic

111 Lipa Velky Vrchu 10.9.2013
semenacky javoru, hola zem Vrsovic

112 Dub Velky Vrch u 10.9.2013
hola zem Vrsovic

113 Dub Netykavka malokvéta, hold zem | les u Korozluk | 15.9.2013

114 Lipa les u obce 15.9.2013
hola zem Becov

115 Dub les u obce 15.9.2013
semenacky dubu, lipy a javoru | Becov
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116 Dub hola zem Postoloprty 15.9.2013
117 Dub hol4 zem Postoloprty 15.9.2013
118 Dub travnaty porost, hola zem Velemysleves 15.9.2013
119 Dub hola zem u obce Bilence | 15.9.2013
120 Dub hola zem les u Vsehrd 15.9.2013
121 Dub hola zem les u Vsehrd 15.9.2013
122 Dub les za obci 15.9.2013
travnaty porost Udlice
123 Dub travnaty porost les u Pesvic 15.9.2013
124 Dub travnaty porost, netykavka les u Pesvic 15.9.2013
125 Dub Brozany nad 20.9.2013
netykavka, semenacky javoru Ohri
126 Dub Brozany nad 20.9.2013
semenacky javoru Ohti
127 Dub Brozany nad 20.9.2013
Netykavka malokvéta Ohti
128 Dub Brozany nad 20.9.2013
semenacky javoru, netykavka Ohti
129 Buk lesni Brozany nad 20.9.2013
Netykavka malokvéta Ohri
130 Habr Brozany nad 20.9.2013
obecny hol4 zem Ohti
131 Dub les u obce 20.9.2013
hola zem Dusniky
132 Dub u obce 20.9.2013
ostruzinik, hola zem Prestavlky
133 Dub u obce 20.9.2013
ostruzinik, hol4 zem Prestavlky
134 Dub u obce 20.9.2013
hola zem Prestavlky
135 Dub travnaty porost, semenacky u obce 20.9.2013
javoru Piestavlky
136 Habr
obecny hola zem Litomeéfice 30.9.2013
137 Dub semenacky dubu, lisky u Encovan 30.9.2013
138 Dub semenacky dubu, hola zem u Encovan 30.9.2013
139 Dub u obce 30.9.2013
hold zem Ttebuticky
140 Dub les u Hornich 30.9.2013
hola zem Repéic
141 Dub les nad obci 30.9.2013
hold zem Trnobrany
142 Dub ostruzinik les u Libé&Sic 30.9.2013
143 Dub Exit 29 na D8 7.10.2013
travnaty porost smér Roudnice
144 Dub travnaty porost, ostruzinik za obci Klene¢ | 7.10.2013
145 Dub ostruzinik Hora Rip 7.10.2013
146 Dub semenacky javoru Hora Rip 7.10.2013
147 Dub hola zem za obci Bechlin | 7.10.2013
148 Liska les u obce 7.10.2013
obecna hold zem Ujezd
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149 Liska les u obce 7.10.2013
obecna hola zem Védlice
150 Dub ostruzinik za obci Vetla 7.10.2013
151 Dub travnaty porost obec Bofislav 24.7.2014
152 Dub bazanka U Postoloprt 24.7.2014
153 Dub netykavka les u Dobfi¢an | 24.7.2014
154 Dub za obci 24.7.2014
hola zem Holede¢
155 Dub za obci 24.7.2014
hola zem Holede¢
156 Dub semenacky dubu, hold zem za obci Lhota 24.7.2014
157 Dub hol4d zem u obce Sadek 24.7.2014
158 Habr
obecny hola zem u obce Sadek 24.7.2014
159 Dub hol4 zem u obce Lhota 24.7.2014
160 Buk lesni | hola zem nad obci Sadek | 24.7.2014
161 Dub hola zem nad obci Sadek | 24.7.2014
162 Dub hol4 zem nad obci Sadek | 24.7.2014
163 Habr
obecny hola zem les u Necemic 24.7.2014
164 Dub hol4 zem les u Nec¢emic 24.7.2014
165 Habr
obecny hol4 zem les u Necemic 24.7.2014
166 Lipa u Mé&runic 22.8.2014
§mérem na
hola zem Risuty
167 Dub semenacky javoru obec Lipno 22.8.2014
168 Dub hola zem obec Lipno 22.8.2014
169 Dub Za obci 22.8.2014
hola zem Tuchofice
170 Dub semenacky dubu, buku obec Pnétluky 22.8.2014
171 Dub v okoli obce 22.8.2014
hola zem Pnétluky
172 Dub v okoli obce 22.8.2014
hold zem Pnétluky
173 Dub v okoli obce 22.8.2014
hola zem Pnétluky
174 Dub v okoli obce 22.8.2014
hold zem Pnétluky
175 Buk lesni u obce 22.8.2014
hola zem DomousSice
176 Buk lesni u obce 22.8.2014
Solopysky
hola zem smér RoCov
177 Buk lesni v okoli obce 22.8.2014
hola zem Bfinkov
178 Buk lesni v okoli obce 22.8.2014
hola zem Bfinkov
179 Buk lesni holé zem u Obce Hi"ivice 2282014
180 Dub U obce 22.8.2014
hola zem Hiivice
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181 Dub u obce
hola zem Markvarec 22.8.2014
182 Habr za obci
obecny Kletecna smér 4.9.2014
semenacky dubu RadejcCin
183 Lipa za obci 4.9.2014
Kletec¢na smér
netykavka Radejcin
184 Dub obec Dolanky u | 4.9.2014
travnaty porost Podbotan
185 Dub travnaty porost u obce Kli¢in 4.9.2014
186 Dub les u obce 4.9.2014
semenacky lipy Chudefin
187 Lipa les za obci
hold zem Preskaky 4.9.2014
188 Lipa les u obce 4.9.2014
Vikletice u
hola zem Nechranic
189 Dub les nad obci 4.9.2014
travnaty porost Vinate
190 Dub hola zem les u TuSimic 4.9.2014

Na 128 lokalitach byl jako hostitelska rostlina zaznamenan dub, 22x buk a habr byl
zjistén celkem na 22 lokalitach. Liska byla zaznamenana na 5 lokalitich a lipa celkem na

13 lokalitach.

2.2.3 Zpracovani odebranych vzorki

2.2.3.1 Stanoveni pH vyluhu ptdnich vzorki

K 25 ml destilované vody bylo pfidano 10 g suché pudy, smés se nechala 20 minut
tiepat na tiepacce 0 frekvenci 6 Hz. Poté se nechaji 2 hodiny sedimentovat hrubsi ¢astice.
Po sedimentaci byla zméfena hodnota pH kombinovanou elektrodou GP Combo w / RJ

(Corning, USA), ktera byla ponofena na rozhrani mezi sedimentem a suspenzi.

Po zméfeni pH byla smé&s centrifugovana 5 minut pii 3000 otackach. Nasledné byl
slit supernatant ptes filtr. Vysledny roztok byl pouzit ke stanoveni vodivosti, trofického

potencialu a obsahu rozpustného vapniku v pade¢.

2.2.3.2 Stanoveni vodivosti

Elektricka vodivost supernatantu byla méfena za pouziti konduktometru OK-102/1
(Radelkis, Mad’arsko), (Gryndler etal., 2013). V prvnim kroku byla provedena kalibrace
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ptistroje k hodnot¢ vodivosti 500 uS. Poté byla piipravena kadinka s ultracistou vodou pro
omyti elektrody a dobfe omyty a vycistény odmérny valec, do kterého byl nalit vysledny
roztok, ziskany z vyluhu ptdnich vzorka. Nasledné byla elektroda ponofena cela do valce

a byla zméfena a zapsana vodivost daného vzorku.

2.2.3.3 Stanoveni obsahu rozpustného vapniku v pidé

Koncentrace mobilniho Ca byla méfena v supernatantech, u nichz byla pfedem
nastavena hodnota pH v rozmezi 6,8 az 7,2 (za pouziti 1% HCI nebo 1% NAOH) a byla
méfena pomoci Ca-selektivni elektrody (typ 20-35, Monokrystaly, Turnov, Ceska
republika). Elektroda byla kalibrovana pomoci roztokti o znamé koncentraci Ca (Gryndler
etal., 2013). Po zméfeni rozpustného vapniku v pudé, bylo odebrano 5 ml kazdého vzorku

pro ucely stanoveni trofického potencidlu.

2.2.3.4 Stanoveni trofického potencialu pidnich vzorki

Troficky potencidl, byl stanoven pomoci biologického testu, ktery byl publikovan
vpraci Gryndlera etal. (2013). V testu byl sledovan rdst kultury zelené fasy
Chlorella kessleri (kmen Larg/-1, viz ptiloha 4). Kultura se nechala rist po dobu 4 dnii pfi
teploté¢ 25 °C pfi dennim osvétleni ve 200 ml sterilniho kapalného média (Z8m), které
obsahuje (v 1 litru deionizované vody): NaNO3z — 467 mg, Ca (NOg3), . 4H,0O — 59 mg,
K>;HPO,4 — 31 mg, MgSO,. 7H,0 — 25 mg, Na,CO3; — 21 mg, FeNaEDTA — 6,7 mg, H3BO3
— 3,1 mg, MnSOy . 5H,0 — 2,4 mg, Na,WQO, . 2H,0 — 3,5 ng, (NH4)sM0;024 . 4H,0 — 8,8
ng, KBr— 12 ng, KJ - 8,3 pg, ZnSO,. 7H,0 — 28,7 ng, CdCl, . 2.5H,0 — 11,5 ug, CoCl, .
6 H,O — 11,9 pg, CuSOyq4 . SH,0 — 12,5 pg, NiCl, . 6H0 — 12 pg, KoCr,O7 — 2 pg, NaVOs
— 1,2 pg, Alx(SO4)z — 17 pg. Zivné médium obsahuje 6 milimolti dusiku, 0,18 milimoli

fosforu, 0,1 milimolt hoi¢iku a 0,25 milimolt vapniku na 1 litr.

Narostla kultura byla centrifugovana po dobu 5 minut pii 180 x g a asepticky
rozsuspendovana ve 200 ml sterilni deionizované vody. Pak se nechala po dobu 2 dnu
hladovét na mineralni ziviny pfi teploté 25 °C za denniho osvétleni. Po 2 dnech hladovéni
byla kultura 1x promyta ve sterilni deionizované vodé a zfedéna na pozadovanou
absorbanci rovnou 0,180 (pfi vlnové délce 655 nm), coz odpovida koncentraci 4 x 10°

buné¢k na 1 ml. Ziskana suspenze byla v testu pouzita jako inokulum.
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Pét ml ptidniho vyluhu od kazdého vzorku bylo autoklavovano pii teploté 121 °C po
dobu 25 minut. Do 96—jamkové transparentni sérologické desticky S rovnym dnem bylo
pipetovano 100 ul vzorku. Pokazdé byly pouzity ¢tyfi jamky na jeden vzorek pudniho
vyluhu (analytické opakovani). Dale, 6 jamek s deionizovanou vodou (jako kontrola) a
jako standardy byla pouzita sériova fedéni vyse uvedeného kultivacniho média (fedéni 1:2,
1:9 a 1:29), se Sesti analytickymi opakovanimi od kazdého. Poté bylo do kazdé jamky

ptidano 25 ul fasového inokula.

Pocate¢ni absorbance byla méfena pii 655 nm. Po zméfeni absorbance, byly vzorky
inkubovany Vv exsikatoru po dobu 7 dnu pfi teploté 25 °C, osvétleni 3000 lux (studené bilé
zativky), relativni vlhkosti 100% a koncentraci 5% CO, v atmosféie. Poté byla zmétena
absorbance pii 655 nm. Od této hodnoty byla odectena pocate¢ni hodnota absorbance.
Vysledna hodnota udavala ptirastek absorbance. Primérna hodnota ptiristku absorbance
vypoctena ze Ctyi analytickych opakovani téhoz vzorku je mirou trofického potencialu

vzorku.

2.2.3.5 Extrakce DNA z kofenu

Pro extrakci DNA z mykorhiznich kofend, byla pouzita modifikovand metoda podle
Gardesové a Brunse (1993) s pouzitim sklenéného mléka (glassmilk) jako sorbentu DNA.

Postup probéhl v nasledujicich krocich:

1. Bylo vybrano 50-100 mg Cerstvych ocisténych kotenti do sterilni tfeci misky.

2. K vybranym kofinkim bylo ptidano 500 az 700 pul CTAB lyzaé¢niho pufru s pH 8,0.

3. Smés pufru a kotinkli byla homogenizovana sterilnim tlouckem.

4. Homogenat byl pomoci pipety pienesen do 1,5 ml sterilni mikrozkumavky.

5. Vzorek byl inkubovan 1 hodinu pfi 65 °C v blokové lazni.

6. Po skonceni inkubace bylo ptidano 500 pl (= 1 objem) chloroformu.

7. Vzorek byl 10 sekund intenzivné michan michackou typu ,,Vortex* (viz ptiloha 1) pfi

maximalni rychlosti.
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8. Vznikla suspenze byla centrifugovana 15 minut pfi maximalnich ota¢kach malé stolni

centrifugy (cca 10000 x g).

9. Cast ¢irého supernatantu (svrchni vrstvy) o objemu 200 ul byla pfenesena do nové

sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

10. K supernatantu v nové mikrozkumavce byl pfidan 1 ml Bind pufru s pH 6,0.
11. K supernatantu s Bind pufrem bylo pfidano 10 pl 50% sklenéného mléka.
12. Vse bylo kratce promichano.

13. Roztok byl inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté a ob¢as promichavan otacenim

mikrozkumavky.

14. Po skonceni inkubace byl roztok centrifugovan 5 sekund pti maximalnich otackach,

¢imz doslo k peletaci sklenéného mléka. Supernatant byl odstranén.

15. K peleté (sedimentu) bylo ptidano 500 pl Neet wash promyvaciho pufru (pH 7,5) a

peleta byla rozsuspendovana pomoci Spicky pipety.

16. Suspenze byla centrifugovana 5 sekund pfi maximalnich otackach a supernatant byl

odstranén.
17. Promyti bylo jesté jednou opakovano (kroky 15 + 16).

18. Zbytek promyvaciho pufru Neet wash byl odstranén kratkou centrifugaci a odsatim
pipetou.

19. Peleta byla kratce suSena 3—4 minuty na rota¢ni vakuové odparce.
20. Sucha peleta byla rozsuspendovana v 50 ul pufru TE (pH 7,4).

21. Suspenze byla inkubovana 5 minut pii 65 °C.

22. Suspenze byla centrifugovana 30 sekund pfi maximalnich otackach.

23. Supernatant (hotovy extrakt obsahujici purifikovanou DNA, celkem 45 ul) byl pak

opatrné pfenesen do nové sterilni mikrozkumavky a dale uchovavan pti -20 °C.
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SloZeni pufra:

CTAB pufr (pH 8,0): Bind pufr (pH 6,0):
100 mM Tris — HCI (pH 8,0) saturovany roztok NaCl
20 mM EDTA (pH 8,0) 10 mM Bis — Tris

1.4 M NaCl pH upravit pomoci HCI1

2% acetyltrimethylammonium bromide (CTAB)

Neet wash (pH 7,5): TE pufr (pH 7,4):
100 mM NacCl 10 mM Tris — HCI
1 mM EDTA 1 mM EDTA

10 mM Tris — HCI (pH 7,5)
50% etanolu

Priprava pufra a sklenéného mléka:

Zasobni roztoky:

5M NacCl.....29,2 g NaCl (m.w. 58,44 g/mol) + 100 ml H,O

1M Tris — HCI pufr.....12,1 g Trizma base asi v 90 ml H,O
+ 4,6 ml konc. HCI (pro pH 8)
nebo 0,86 ml HCI (pro pH 9)
doplnit do 100 ml vodou

0,5 M EDTA (pH 8,0): Kombinace 9,3 g Na,EDTA . 2H,0 (m.w. 372,2 g/mol) + 1 g
NaOH (m.w. 40 g /mol), H,O do objemu 50ml.

Priprava: NaOH se rozpusti ve vodé a piidd se EDTA. Roztok se umisti na

magnetickou michacku, kde se za stdlého michani pifi opatrném zahiivani rozpusti
veskera EDTA. Nakonec se upravi pH na 8,0 pomoci koncentrovaného roztoku NaOH.

Pufry:

CTAB pufr (pH 8,0).....200 ml:

1,4M NaCl................56 ml 5M NaCl
20mM EDTA............. 8ml 0,5M EDTA
100 mM Tris—HCI...... 20 ml 1 M Tris - HCI
voda.........ooeeeiiiin, 116 ml

Roztok se autoklavuje. Po sterilizaci v autoklavu se ptida 4 g CTAB (je rozpustny za
tepla, je proto tfeba smés pomalu zahtivat).
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TE pufr (pH 7,4).....100 ml:

10 mM Tris— Cl......1 ml of I M (pH 7,4 — 8 pti 25 °C)
1 mM EDTA......... 200 pl of 0,5 M (pH 8)

Roztok se autoklavuje.

Bind pufr (pH 6,0).....200 ml:

Nejprve se ptipravi nasyceny roztok NaCl tak, Ze se do vody za neustalého michani a
zahiivani (na magnetické michacce) pfiddva NaCl, az se na dné nadoby objevi
vrstvicka NaCl, ktery se dale nerozpousti (tuto vrstvu neodstraiiovat). Ke 200 ml
nasyceného roztoku se pak ptida 0,418 g Bis — Tris (10 mM)

pH 6,0 se nastavi pomoci HCI.

Roztok se autoklavuje. Po sterilizaci je tieba asepticky zkontrolovat a upravit pH, jeho
hodnota je kriticka.

Neet wash (pH 7,5).....200 ml:

100 mM NacCl........... 1,168 g

I mM EDTA............ 0,074 g

10 mM Tris — HCI....... 2ml 1M Tris — HCI
voda.........cooviiininn 98 mi

Roztok se autoklavuje a po vychladnuti se pfida 100 ml 100% nebo 90% etanolu. Po
autoklavovani je nutné zkontrolovat pH pufri, pfipadné je doupravit. Nejdilezité;si je
kontrola pH Bind pufru. VSechny zasobni roztoky a pufry se skladuji v lednici.

50% glassmilk (sklenéné mléko):

17 g praskového oxidu kiemicitého (Sigma) rozsuspendujeme v 70 ml
destilované vody a nechame michat po dobu 60 minut. Nechame usadit po dobu 90
minut a odstranime sediment. Roztok centrifugujeme pii 6000 xg po dobu 10 minut a
poté odstranime supernatant. Peletu rozsuspendujeme ve 20 ml 50% kyseliny dusi¢né.
Roztok privedeme k varu a nechame vychladnout (v digestofi). Roztok nechame
znovu centrifugovat pfi 6000 xg a odstranime supernatant. Pfidame sterilni
destilovanou vodu, promichame, nechame =znovu centrifugovat a odstranime
supernatant. Opakujeme piedchozi krok, dokud nedosahneme neutralniho pH
supernatantu (minimaln¢ 6 krat). Po poslednim centrifugaci odstranime supernatant a
piidame 1 objemovy dil sterilni destilované vody. Dukladné promichame a rozdélime

39



na 500 pl alikvoty do sterilnich mikrozkumavek. Skladujeme pfi teploté -80 °C. Pro
dobu 2 az 9 tydnil, miizeme pracovni alikvoty skladovat pii -20 °C.

2.2.3.6 Spektrofotometrické méreni DNA

Mg¢fteni probihalo pomoci spektrofotometru ,,Nanodrop® (Thermo Scientific), (viz
pfiloha 2) na zaklad¢ absorbance pti vinové délce 260 nm. K meéfeni jsem pouzil 1,5 pl z
kazdého vzorku DNA (templatu), ziskan¢ho pii extrakci DNA z mykorhiznich kotent.

Ziskana hodnota nam udava koncentraci DNA v ng/ul.

2.2.4 Metoda detekujici zastupce rodu Tuber

Jde o metodu ,nested“ PCR s primery bt2a a bt2b zacilenymi na eukaryotni
organismy pti prvni amplifikaci (PCR I) a se specifickymi primery tubtubf a elytubr
zacilenymi na rod Tuber v druhé amplifikaci (PCR II).

Pii michani z&sobnich roztokli pro tuto metodu, byla pouzita polymerdzova smes
obsahujici (pufr, nukleotidy, 5 mM Mg2+, stabilizator, vkladaci roztok, barvivo a ,hot-
start” polymerazu). Komeréni nazev smési je ,,Combi PPP Master Mix“, vyrobce: Top-Bio
s.r.o., J. Jovkova 3262, 143 00 Praha 4, tel.: 603/476 934, tel./ fax: 241 77 00 91, e-mail:
top- bio@top-bio.cz, web: http/ / www.top-bio.cz. Tato smés byla pouzita pti kazdém uziti

PCR popisovaném v této praci.

Zde pouzita metoda byla publikovana v praci Zampieriho et al. (2009) a je vhodna

pro studium vyskytu zastupci rodu Tuber.

2.2.4.1 Priprava reakéni smési PCR 1

Nejprve jsem si namichal pracovni roztoky primerd bt2a a bt2b, kazdy do jiné
mikrozkumavky v PCR boxu. Kazd4 obsahovala vzdy 27 ul PCR H;O a 3 pl 100 uM
zasobniho roztoku primeru. Kone¢ny objem byl 30 pl, koncentrace pracovniho roztoku

primeru byla 10 uM.

Vytvotil jsem zasobni roztok reagencii pro 31 vzorki do 1,5 ml sterilni
mikrozkumavky ze 193,75 ul polymerazové smési, 7,75 pl pracovnich roztokti primert
bt2a a bt2b a 170,5 pl PCR vody a promichal pipetovanim. Pfipravil jsem si 31
mikrozkumavek o objemu 200 pl.
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Do 30 mikrozkumavek jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 ul vzorku
DNA (templatu).

Do 31 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 ul vody a

oznacil jsem ji jako negativni kontrolu (NK). Tento postup byl opakovan jeste 4x.

Ve dvou piipadech byla ptiprava reakéni smési pro PCR I odlisna. V prvnim piipadée
jsem si pfipravil zasobni roztok reagencii pro 32 vzorkl: 200 ul polymerazové smési + 8
ul pracovniho roztoku primeru bt2a + 8 pul pracovniho roztoku primeru bt2b a 176 ul PCR

vody a promichal jsem pipetovanim.

V druhém piipad¢ jsem si pfipravil zdsobni roztok reagencii pro 40 vzorkl: 250 pl
polymerazové smeési + 10 pl pracovniho roztoku primeru bt2a + 10 pl pracovniho roztoku

primeru bt2b a 225,5 ul PCR vody a promichal jsem pipetovanim.

Nésledné pipetovani do ptislusného poctu mikrozkumavek jsem provedl stejné jako
V prvnim piipad¢€ ptipravy reakéni smési PCR I pro 31 vzorkti. Namichal jsem celkem 196
mikrozkumavek o koneéném objemu 12,5 pl, z toho 6 mikrozkumavek, byly negativni

kontroly.

2.2.4.2 Program termocykléru pro PCR 1

Namichané vzorky z PCR I jsem vlozil do pfistroje zvaného ,,Termocykler* (viz
ptiloha 3), ve kterém probiha PCR reakce a nastavil program pro primery bt2a a bt2b,
jehoz autory jsou Glass a Donaldson (1995).

95°C - 4 minut

35 cykla 94 °C - 45 sekund
50 °C - 45 sekund
72 °C - 90 sekund

72 °C - 5 minut

2.2.4.3 Elektroforetické ovéreni PCR I

Ptiprava gelu: pro 35 vzorkt

e 0,6 gagardzy navazit do 200 ml Erlenmeyerovy barnky.
e Piidat 60 ml TBE pufru, roztok lit po sténé a opatrn€ michat.

e Zahtivat opatrn¢ v mikrovinné troub¢ (agaroza se zahtivanim rozpusti).
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e Po vychladnuti cca na 50 °C pftidat jako barvivo ethidium bromid v koncentraci 1
pl 1% roztoku na 10 ml roztoku agardzy. V tomto ptipad€ ptidat 6 pl. Poté roztok
promichat.

e Nalit roztok agar6zy do ptislusné vanicky a vlozit hiebinek.

e Po zatuhnuti vytahnout hiebinek a vanicku s gelem vlozit do aparatury na
elektroforézu (vzdy orientovat jamkami k zadporné elektrodg).

e Do jamek pipetovat 2 pl vzorku.

Ptiprava gelu: pro 70 vzorkt

e 1,12 gagardzy navazit do 200 ml Erlenmeyerovy barky.

e Pridat 112 ml TBE pufru, roztok lit po stén¢ a opatrn¢ michat.

e Zahtivat opatrné v mikrovinné troubé (agar6za se zahtivanim rozpusti).

e Po vychladnuti cca na 50 °C pfidat jako barvivo ethidium bromid v koncentraci 1
ul 1% roztoku na 10 ml roztoku agardzy. V tomto ptipadé ptidat 11,2 ul. Poté
roztok promichat.

e Nalit roztok agardzy do ptislusné vanicky a vlozit hebinek.

e Po zatuhnuti vytdhnout hiebinek a vanicku s gelem vlozit do aparatury na
elektroforézu (vzdy orientovat jamkami k zaporné elektrod¢).

e Do jamek pipetovat 2 pl vzorku.

Elektroforéza byla provedena celkem 6x. Velikost vzorku byla 2 ul. Doba trvani byla

20 minut pii napéti 80 V, barveno ethidium bromidem.

2.2.4.4 Priprava reakcéni smési PCR 11

Namichal jsem pracovni roztoky primerd tubtubf a elytubr, kazdy do jiné
mikrozkumavky v PCR boxu. Kazd4 obsahovala vzdy 27 ul PCR H;0 a 3 pl 100 uM
zasobniho roztoku primeru. Kone¢ny objem byl 30 ul, koncentrace pracovniho roztoku

primeru byla 10 pM.

Pro PCR II jsem PCR vodou natedil produkty PCR I v poméru 1:100 = 1 pl vzorku +
100 pl vody.

Ptipravil jsem si zasobni roztok reagencii pro 61 vzorkt: 387,5 ul polymerdzové

smeési + 15,5 pl pracovniho roztoku primeru tubtubf + 15,5 pl pracovniho roztoku primeru
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elytubr a 341 pl PCR vody a promichal pipetovanim. Pfipravil jsem si 61 mikrozkumavek
0 objemu 200 pl.

Do 60 mikrozkumavek jsem nepipetoval 12,2 pl zdsobniho roztoku + 0,3 pul

nafedéné¢ho vzorku DNA (templatu) a promichal pipetovanim.

Do 61 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 ul zasobniho roztoku + 0,3 ul vody a

oznacil jsem ji jako negativni kontrolu (NK). Tento postup byl opakovan jesté 2x.

Ve dvou piipadech byla piiprava reakéni smési pro PCR II odlisnd. V prvnim
piipadé jsem si pfipravil zasobni roztok reagencii pro 32 vzorkt: 200 ul polymerazové
smési + 8 ul pracovniho roztoku primeru tubtubf + 8 pl pracovniho roztoku primeru

elytubr a 176 ul PCR vody a promichal jsem pipetovanim.

V druhém ptipadé jsem si pfipravil zasobni roztok reagencii pro 40 vzorkl: 250 pl
polymerdzové smési + 10 pl pracovniho roztoku primeru tubtubf + 10 pl pracovniho

roztoku primeru elytubr a 225,5 ul PCR vody a promichal jsem pipetovanim.

Nasledné pipetovani do prislusného poctu mikrozkumavek jsem provedl stejné jako
V prvnim pfipadé ptipravy reakéni smési PCR II pro 61 vzorkli. Namichal jsem celkem
194 mikrozkumavek o kone¢ném objemu 12,5 pl, ztoho 4 mikrozkumavky, byly

negativni kontroly.

2.2.4.5 Program termocykléru pro PCR 11

Nastavil jsem program pro primery tubtubf a elytubr, jehoZ autory jsou Zampieri et
al. (2009).

94 °C - 4 minuty

25 cykla 94 °C - 45 sekund
50 °C - 45 sekund
72 °C - 90 sekund

72 °C - 5 minut

2.2.4.6 Elektroforetické ovéreni PCR 11

Elektroforéza v 1% agaroze, byla provedena celkem 4x. Doba trvani byla 30 minut
pii napéti 80V. Byl pouzit velikostni standard DNA marker 200—1500+ col. od spole¢nosti
Top-Bio, DNA byla barvena ethidium bromidem, velikost vzorku byla 2 pl.
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2.2.5 Metoda detekujici druh Tuber aestivum

Jde o metodu ,,nested“ PCR s primery NSII a NLB4 zacilenymi na eukaryotni
organismy pfi prvni amplifikaci (PCR 1) a se specifickymi primery TulsekvF a Tu2sekvR
pro Tuber aestivum v druhé amplifikaci (PCR II).

Pii michani zasobnich roztokii pro tuto metodu byla pouzita stejnd polymerazova
smés jako u metody detekujici rod Tuber jako v kapitole (2.2.4). Ptiprava gelt byla stejna
jako v kapitole (2.2.4.3).

Zde pouzita metoda byla publikovana v praci Gryndlera et al. (2011). Jde o velice

spolehlivou a vhodnou metodu pro studium vyskytu lanyze letniho (Tuber aestivum).

2.2.5.1 Priprava reakéni smési PCR |

Nejprve jsem namichal pracovni roztoky primertt NSI1 a NLB4, kazdy do jiné
mikrozkumavky v PCR boxu. Kazda mikrozkumavka obsahovala vzdy 27 ul PCR H,0 + 3
ul 100 uM zésobniho roztoku primeru. Kone¢ny objem byl 30 ul, koncentrace vysledného
pracovniho roztoku primeru byla 10 uM.

Vytvofil jsem zasobni roztok reagencii pro 32 vzorkii do 1,5 ml sterilni
mikrozkumavky, z 200 pl polymerazové smési (viz predchozi oddil), 8 pl pracovnich
roztokd primerd NSI1 a NLB4 a 176 ul PCR vody a promichal pipetovanim. Ptipravil jsem
si 32 mikrozkumavek o objemu 200 pl.

Do 30 mikrozkumavek jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 pl vzorku
DNA (templatu).

Do 31 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 pl vody a

oznacil jsem ji jako negativni kontrolu (NK).

Do 32 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 pl vzorku,
ktery obsahoval DNA Tuber aestivum a oznacil jsem ji jako pozitivni kontrolu (PK). Tento
postup byl opakovén jeste 4x.

Ve dvou piipadech byla ptiprava reakéni smési pro PCR I odli$né. V prvnim ptipadé
jsem si pfipravil zdsobni roztok reagencii pro 33 vzorkl: 206,25 pl polymerazové smési +

8,25 pl pracovniho roztoku primeru NSI1 + 8,25 pl pracovniho roztoku primeru NLB4 a
181,5 pl PCR vody a promichal jsem pipetovanim.
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V druhém ptipadé jsem si pfipravil zdsobni roztok reagencii pro 41 vzorki: 256,25
ul polymerazové smési + 10,25 upl pracovniho roztoku primeru NSI1 + 10,25 pl

pracovniho roztoku primeru NLB4 a 225,5 ul PCR vody a promichal jsem pipetovanim.

Nasledné pipetovani do ptislusSného poctu mikrozkumavek jsem provedl stejné jako
Vv prvnim piipadé piipravy reakéni smési PCR | pro 32 vzorkd. Namichal jsem celkem 202
mikrozkumavek o koneéném objemu 12,5 ul, z toho 12 mikrozkumavek, byly kontroly (6

pozitivnich kontrol a 6 negativnich kontrol).

2.2.5.2 Program termocykléru pro PCR I

Nastavil jsem program pro primery NSI1 a NLB4, jehoz autory jsou Martin a
Rygiewicz (2005).

95°C - 4 minuty

29 cykla 95 °C - 60 sekund
52 °C - 45 sekund
72 °C - 120 sekund

72 °C - 5 minut

2.2.5.3 Elektroforetické ovéreni PCR |

Elektroforéza byla provedena celkem 6x. Doba trvani byla 20 minut pii napéti 80 V.

DNA byla barvena ethidium bromidem, velikost vzorku byla 2 pl.

2.2.5.4 Priprava reakéni smési PCR 11

Namichal jsem pracovni roztoky primerti TulsekvF a Tu2sekvR stejnym zplisobem

jako zasobni roztoky primertt NSI1 a NLB4 pfi piiprave reakéni smési PCR 1.

Pro PCR Il jsem PCR vodou nafedil produkty PCR I v poméru 1:100 = 1 pl vzorku +
100 ul PCR vody.

Ptipravil jsem si zasobni roztok reagencii pro 32 vzorkl: 200 pul polymerazové smési
+ 8 ul pracovniho roztoku primeru TulsekvF + 8 pl pracovniho roztoku primeru
Tu2sekvR a 176 pl PCR vody a promichal jsem pipetovanim. Pfipravil jsem si 32

mikrozkumavek o objemu 200 pl.

Do 30 mikrozkumavek jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 pl

nafedéného vzorku DNA (templatu) a promichal pipetovanim.
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Do 31 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 pl zasobniho roztoku + 0,3 pl vody a

oznacil jsem ji jako negativni kontrolu (NK).

Do 32 mikrozkumavky jsem pipetoval 12,2 ul zasobniho roztoku + 0,3 pul
natedéného vzorku, ktery obsahoval DNA Tuber aestivum a oznacil jsem ji jako pozitivni

kontrolu (PK). Tento postup byl opakovan jesté 4x.

Ve dvou piipadech byla piiprava reakéni smési pro PCR Il odlisnd. V prvnim
piipadé jsem si piipravil zdsobni roztok reagencii pro 33 vzorka: 206,25 ul polymerdzové
smési + 8,25 ul pracovniho roztoku primeru TulsekvF + 8,25 ul pracovniho roztoku

primeru Tu2sekvR a 181,5 pl PCR vody a promichal jsem pipetovanim.

V druhém ptipad¢ jsem si pfipravil zdsobni roztok reagencii pro 41 vzorki: 256,25
ul polymerazové smési + 10,25 pl pracovniho roztoku primeru TulsekvF + 10,25 ul
pracovniho roztoku primeru Tu2sekvR a 2255 ul PCR vody a promichal jsem

pipetovanim.

Nasledné pipetovani do prislusSného poctu mikrozkumavek jsem provedl stejné jako
Vv prvnim ptipadé ptipravy reakéni smési PCR Il pro 32 vzork. Namichal jsem celkem
202 mikrozkumavek o kone¢ném objemu 12,5 ul, ztoho 12 mikrozkumavek, byly

kontroly (6 pozitivnich kontrol a 6 negativnich kontrol).

2.2.5.5 Program termocykléru pro PCR 11

Nastavil jsem program pro primery TulsekvF a Tu2sekvR, ktery byl popsan v ¢lanku
od Gryndlera et al. (2011).

95 °C - 4 minuty

40 cykla 95 °C - 40 sekund
59 °C - 40 sekund
72 °C - 40 sekund

72 °C - 5 minut

2.2.5.6 Elektroforetické ovéreni PCR 11

Elektroforéza v 1% agaroze, byla provedena celkem 6x a trvala 35 minut pii napéti
80V. DNA byla barvena ethidium bromidem, velikostni standard: DNA marker 200-1500+

col., velikost vzorku byla 2 pl.
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2.2.6 Druhova identifikace

Pozitivni vzorky z PCR I, ziskané diky metodé detekujici zastupce rodu Tuber (gen
pro beta-tubulin) a druh Tuber aestivum (ITS region), byly poslany na sekvenci do
sekvencniho servisniho stfediska ,,Macrogen®, Seoul, Korea. Sekvence byly upraveny
pomoci programu ,,BioEdit“. Upravené sekvence byly porovnany s genetickou databazi

GenBank vyhledavacim nastrojem ,,BLAST*.

2.2.7 Analyza dat

Byl analyzovan vyskyt jednotlivych druhti rodu Tuber v zavislosti na riznych
parametrech prostfedi (pH pidy, koncentrace vapniku, troficky potencidl ptudy, vodivost
pudniho vyluhu jako indikator salinity, nadmoiskéd vyska lokality, vyskyt potencialnich

hostitelskych rostlin a charakter podrostu).

Souvislost vyskytu zastupc rodu Tuber s parametry prostiedi byla vyhodnocena
s pouzitim redundan¢ni analyzy (RDA) a statisticka vyznamnost vlivu parametrti prostiedi
byla testovana Monte Carlo testem na hladiné pravdépodobnosti p= 0,05. Testovani bylo

provedeno v programu Canoco 4.5.
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2.3 Vysledky

2.3.1 pH, vodivost, obsah rozpustného vapniku pudnich vzorku

Tabulka 2 ukazuje pH, vodivost a obsah rozpustného vapniku odebranych ptdnich

vzorkd. Hodnoty pH byly ¢asto podstatné nizsi, nez hodnoty ocekavané na zéklad¢ pidni
mapy.

Tab. 2. pH, vodivost a obsah rozpustného vapniku odebranych pidnich vzorka.

Vzorek pH Vodivost Ca Vzorek pH Vodivost Ca

d (1S) | (mg/kg) & (1S) | (mg/kg)

1 3,95 198 10,01 96 3,85 308 18,53
2 4.2 230 9,52 97 4,54 244 17,66
3 4,07 170 5,37 98 4,94 342 28,87
4 4,34 230 4,68 99 3,76 250 12,85
5 3,81 202 9,62 100 4,89 192 20,21
6 5,98 240 19,40 101 5,32 168 19,83
7 4,6 146 8,29 102 6,77 340 56,12
8 5,46 220 14,00 103 3,84 178 6,48
9 5,15 180 12,68 104 3,87 275 11,02
10 551 256 22,27 105 4,22 307 12,85
11 5,55 134 9,16 106 3,69 258 9,55
12 4,12 170 6,48 107 4,12 330 14,68
13 5,36 204 15,30 108 4,06 275 4,63
14 4,05 158 6,61 109 3,98 140 8,47
15 4,63 132 5,93 110 5,34 215 21,36
16 4,94 170 12,68 111 7,38 240 90,24
17 4,04 200 7,44 112 4,64 148 5,99
18 4,09 168 4,91 113 5,08 155 13,09
19 3,57 258 5,70 114 7,31 313 63,16
20 5,13 210 13,73 115 5,38 147 14,82
21 3,84 164 9,58 116 4,24 210 24,65
22 5,25 138 5,48 117 4,16 200 21,36
23 4,95 142 4,87 118 4,15 195 10,54
24 4,58 189 17,52 119 4,01 321 9,71
25 4,48 147 19,25 120 4,7 337 29,55
26 4,03 116 10,05 121 4,31 250 14,45
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27 3,79 175 11,26 122 4,16 190 17,48
28 3,92 310 40,89 123 4,37 232 30,99
29 3,74 148 6,05 124 4,47 140 13,26
30 3,61 164 6,16 125 6,12 318 64,01
31 3,72 208 14,79 126 4,94 840 46,72
32 3,69 281 12,37 127 5,06 263 39,72
33 3,62 304 6,54 128 6,42 208 41,66
34 4,35 212 6,94 129 6 162 27,12
35 4,08 178 7,29 130 5,68 242 40,88
36 6,27 260 12,94 131 4,76 188 13,51
37 5,15 170 35,09 132 4,12 120 6,93
38 4,25 230 12,44 133 3,81 192 10,05
39 4,77 230 18,83 134 3,87 127 7,62
40 41 156 5,01 135 4,31 80 3,52
41 5,43 341 24,59 136 7,26 970 105,71
42 4,57 179 22,17 137 6,74 490 165,50
43 4,7 190 24,59 138 5,18 267 50,23
44 5,78 180 29,41 139 6,49 429 103,71
45 5,64 175 24,36 140 4,04 155 6,97
46 4,93 175 26,77 141 4,66 157 10,61
47 5,49 196 35,84 142 4,61 166 8,52
48 5,3 189 36,18 143 5,23 109 9,02
49 4,81 131 14,51 144 4,92 157 18,63
50 4,45 180 23,68 145 4,06 133 7,18
51 4,04 229 17,86 146 4,91 169 13,99
52 4,16 366 11,72 147 4,32 70 1,94
53 5,05 202 46,66 148 7,27 266 65,61
54 531 190 50,91 149 7,22 200 72,46
95 5,07 115 23,28 150 4,18 43 3,05
56 4,91 162 30,25 151 4,89 120 5,63
57 5,15 260 60,73 152 3,55 345 18,41
58 4,8 262 45,36 153 4,74 135 517
59 5,03 228 45,36 154 3,93 95 0,46
60 5,32 251 45,36 155 3,73 106 0,20
61 5,6 257 42,07 156 4,03 90 0,45
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62 5,65 210 44,51 157 4,45 102 0,74
63 4,78 172 33,87 158 4,67 150 10,38
64 5,41 341 70,61 159 4,48 164 8,02
65 4,55 249 18,89 160 4,38 100 1,71
66 4,36 270 24,83 161 4,47 88 0,48
67 4,4 192 18,19 162 4,72 120 2,45
68 5,18 250 40,13 163 4,35 166 5,32
69 3,81 249 12,60 164 4,13 118 1,52
70 4,05 243 20,37 165 4,91 136 4,31
71 7,61 319 103,88 166 5,55 127 12,69
72 7,61 320 100,04 167 4,65 104 9,00
73 7,45 299 97,26 168 3,73 195 1,71
74 7,19 480 74,92 169 3,96 150 2,92
75 4,5 176 13,62 170 4,77 113 3,92
76 3,81 112 6,80 171 4,16 114 0,34
77 4,13 190 14,99 172 4,57 115 4,57
78 3,91 164 7,35 173 4,3 195 5,17
79 3,94 168 9,17 174 4,08 116 0,52
80 5,02 100 8,17 175 3,99 129 0,60
81 3,84 136 4,29 176 4,31 101 2,21
82 4,41 268 31,48 177 3,95 164 5,48
83 4,78 448 53,48 178 4,32 136 7,80
84 5,58 264 24,74 179 3,77 229 1,55
85 4,42 268 30,29 180 4,26 188 8,10
86 5,72 381 78,96 181 3,96 137 0,88
87 4,63 178 16,67 182 4,51 160 8,83
88 5,51 334 32,09 183 5,7 139 11,42
89 4,28 220 18,89 184 5,89 176 13,96
90 5,07 238 24,51 185 3,78 169 0,72
91 5,25 198 21,62 186 5,96 97 16,26
92 5,61 140 18,00 187 6,86 130 29,40
93 5,25 250 25,96 188 6,77 130 22,72
94 4,96 278 40,44 189 5,77 108 3,96
95 4,43 266 35,00 190 5,79 121 1,91

50




2.3.2 Spektrofotometrické méireni DNA

Extrahované vzorky DNA z ektomykorhiz byly podrobeny méifeni absorbance svétla
v UV oblasti. Bylo vyuzito intenzivni absorpce DNA v okoli vinové délky 260 nm. Takto
jsem kontroloval uspéSnost extrakce DNA a jeji kvalitu (pfitomnost kontaminujicich latek,
Ktera se projevuje intenzivni absorpci v okoli vinovych délek 230 a 280 nm) u vSech

vzorku. Piiklad méfeni absorbance je uveden na (obr. 6).

Z obrazku ¢. 6 je patrné, ze koncentrace DNA u vzorku ¢. 96 ¢ini 212,4 ng/ul, coz
ukazuje, Zze extrakce DNA byla UspéSna. Absence vyznamnych absorpénich maxim
Vv blizkosti 230 a 280 nm ukazuje, Ze se podafilo ziskat vzorek pomérné Cisty s nizkou
koncentraci kontaminujicich latek. Podobnych vysledki bylo dosazeno u ostatnich vzorkd,

které se vSak liSily koncentraci DNA 1 mnoZstvim necistot.

| Measurement complete 6.12.2013 12:29
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Obr. 6. Piiklad méfeni koncentrace DNA (vysledek ziskany u vzorku ¢. 96 potizeny pii
spektrofotometrickém méteni DNA).

Tabulka 3 ukazuje koncentrace DNA v ziskanych vzorcich. Tato koncentrace se
pohybovala v rozmezi 67,2 az 354,2 ng/ul. To znamend, Ze ani v jednom piipadé
extrakce DNA neselhala a vSechny vzorky mohly byt podrobeny testu piitomnosti

lanyZz{.
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Tab. 3. Vysledek spektrofotometrického méfeni koncentrace DNA ve vzorcich.

Cislo Méieny Koncentrace Cislo Mé¥eny Koncentrace
vzorku objem DNA (ng/nl) vzorku objem DNA (ng/nl)
DNA vzorku v DNA vzorku v pl
1 fil") 203,4 96 15 212,4
2 15 120,3 97 15 273,7
3 15 90,6 98 15 122,5
4 15 226,1 99 15 84,1
5 15 143,5 100 15 227,2
6 1,5 149,1 101 15 354,2
7 1,5 102 102 15 172,6
8 1,5 138,9 103 15 173,6
9 15 208,2 104 15 211,1
10 15 1934 105 15 285,1
11 15 189,3 106 15 168,8
12 15 172,3 107 15 233
13 1,5 164 108 15 2125
14 1,5 91,1 109 15 334,9
15 1,5 210,1 110 15 178,5
16 1,5 1919 111 15 95,4
17 15 70,4 112 15 107,2
18 15 140,8 113 15 179,3
19 15 111,8 114 15 287,2
20 15 1934 115 15 189,5
21 15 1254 116 15 127,5
22 15 161,4 117 15 145,6
23 15 1924 118 15 134,4
24 15 212,2 119 15 228,2
25 15 120,3 120 15 153,3
26 15 107,5 121 15 100,2
27 15 67,2 122 15 217,1
28 15 158,1 123 15 271,2
29 15 150,2 124 15 105,6
30 15 102,1 125 15 106,1
31 15 152,1 126 15 92,2
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32 15 222,9 127 1,5 81,4
33 15 128 128 15 153
34 15 153,9 129 15 276,8
35 15 143,3 130 15 148,5
36 15 126,4 131 15 79,4
37 15 82,4 132 15 159,6
38 15 1415 133 15 185,3
39 15 177,4 134 15 130,8
40 15 150,7 135 15 121
41 15 181,2 136 15 129
42 15 184,7 137 15 196,9
43 15 89,7 138 1,5 322,3
44 15 339,8 139 1,5 156,4
45 15 215,2 140 1,5 115,7
46 15 118,3 141 1,5 1319
47 15 142,9 142 1,5 168,6
48 15 135 143 1,5 1554
49 15 117,6 144 1,5 161,4
50 15 134,8 145 1,5 202,3
51 15 187,4 146 1,5 166,2
52 15 141,6 147 1,5 139,2
53 15 195,1 148 15 246,4
54 15 95,7 149 15 143,5
55 15 326,2 150 15 152,8
56 1,5 130,9 151 1,5 208,6
57 1,5 182,6 152 1,5 110,9
58 1,5 1211 153 1,5 116
59 15 161,2 154 15 204,8
60 15 185,7 155 15 101,7
61 15 193,7 156 15 1747
62 15 114,3 157 15 175,5
63 15 146,8 158 1,5 190,4
64 15 183,1 159 1,5 171,5
65 15 181,5 160 1,5 143,7
66 15 147,4 161 1,5 157,3
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67 15 2472 162 1,5 241
68 15 201,5 163 15 193
69 15 163,8 164 15 249
70 15 125,4 165 15 155,3
71 15 2129 166 15 202,9
72 15 199,9 167 15 208,1
73 15 204,8 168 15 178,7
74 15 100,9 169 15 217
75 15 186,3 170 15 166,3
76 15 207,5 171 15 232
77 15 143,6 172 15 97,1
78 15 230,3 173 1,5 260,2
79 15 173,2 174 1,5 196,4
80 15 155,8 175 1,5 132,4
81 15 218,8 176 1,5 123,4
82 15 267,9 177 1,5 174,5
83 15 123,4 178 1,5 152,5
84 15 173,6 179 1,5 133,7
85 15 152,7 180 1,5 220,2
86 15 177,7 181 1,5 2244
87 15 133,6 182 1,5 132
88 1,5 252,9 183 1,5 137
89 1,5 137,9 184 15 190,5
90 1,5 190,5 185 1,5 278,5
91 1,5 259,2 186 1,5 243,1
92 1,5 148,2 187 1,5 201,4
93 1,5 87,8 188 1,5 1411
94 1,5 172 189 1,5 281,3
95 1,5 251,4 190 1,5 146,6
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2.3.3 Troficky potencial ptadnich vzorki

Vysledky méieni trofického potencialu jednotlivych ptdnich vzorkd jsou uvedeny

v Tabulce 4. kolisaji v rozmezi 0,1254 az 0,6359.

U standardniho Zivného roztoku byla provedena sériova fedéni (fedéni 1:2, 1:9 a

1:29). Primérna hodnota piirustku absorbance fedicich fad byla vypocltena ze Sesti

analytickych opakovani u kazdé fady a je mirou trofického potencialu standardniho

zivného roztoku 0 ruznych koncentracich (Tab. 5).

Tab. 4. Troficky potencial odebranych ptidnich vzorki.

Vzorek Troficky Vzorek Troficky Vzorek | Troficky poten.
¢, poten. poten. ¢.
1 0,1777 64 0,5721 127 0,4958
2 0,2279 65 0,5020 128 0,3415
3 0,2506 66 0,4422 129 0,2446
4 0,3739 67 0,3702 130 0,3564
5 0,2343 68 0,3090 131 0,2492
6 0,2936 69 0,4438 132 0,2225
7 0,1677 70 0,3863 133 0,5426
8 0,2003 71 0,4045 134 0,2687
9 0,2224 72 0,3387 135 0,2604
10 0,3034 73 0,3356 136 0,3598
11 0,1673 74 0,5229 137 0,3140
12 0,2463 75 0,3129 138 0,2807
13 0,2765 76 0,3242 139 0,2931
14 0,2278 77 0,3381 140 0,3219
15 0,1903 78 0,3371 141 0,5726
16 0,2091 79 0,3583 142 0,3738
17 0,3406 80 0,2637 143 0,2868
18 0,2539 81 0,2546 144 0,3195
19 0,4310 82 0,4803 145 0,3596
20 0,3096 83 0,4937 146 0,4163
21 0,2815 84 0,3325 147 0,2135
22 0,1868 85 0,5722 148 0,3058
23 0,1846 86 0,4942 149 0,3641
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24 0,2803 87 0,3516 150 0,2001
25 0,2154 88 0,5080 151 0,2531
26 0,1937 89 0,4117 152 0,4545
27 0,2481 90 0,5062 153 0,2000
28 0,6359 91 0,2560 154 0,1254
29 0,2509 92 0,2288 155 0,1786
30 0,2619 93 0,2262 156 0,2076
31 0,3564 94 0,1904 157 0,2052
32 0,4387 95 0,2883 158 0,3111
33 0,4179 96 0,3113 159 0,2795
34 0,2123 97 0,3625 160 0,1989
35 0,3218 98 0,2432 161 0,1952
36 0,2117 99 0,3200 162 0,1845
37 0,4387 100 0,2043 163 0,2978
38 0,3761 101 0,2755 164 0,2382
39 0,2770 102 0,3048 165 0,2155
40 0,2101 103 0,2749 166 0,3048
41 0,5318 104 0,5017 167 0,2438
42 0,3581 105 0,4353 168 0,2861
43 0,3085 106 0,2713 169 0,3357
44 0,3122 107 0,4674 170 0,2155
45 0,2459 108 0,4109 171 0,2371
46 0,1942 109 0,2527 172 0,2064
47 0,2384 110 0,3234 173 0,2921
48 0,2883 111 0,2809 174 0,2459
49 0,2206 112 0,2092 175 0,2181
50 0,2705 113 0,2505 176 0,2629
51 0,3219 114 0,2454 177 0,2919
52 0,5635 115 0,2375 178 0,3153
53 0,3117 116 0,5319 179 0,3029
54 0,3493 117 0,5648 180 0,2574
55 0,2790 118 0,3270 181 0,2039
56 0,2031 119 0,3857 182 0,3237
57 0,4030 120 0,4042 183 0,2144
58 0,2994 121 0,5150 184 0,3103
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59 0,2480 122 0,2552 185 0,2486
60 0,2934 123 0,4434 186 0,3008
61 0,5007 124 0,2532 187 0,3743
62 0,2115 125 0,4961 188 0,2916
63 0,2325 126 0,2625 189 0,1910

190 0,1287

Tab. 5. Absorbance narustu Chlorella kessleri v fedéném standardnim Zivném roztoku o raznych
koncentracich.

Prumérny prirastek Priumérny pririastek
Redéni absorbance pro vzorky 1 az absorbance pro vzorky
150 151 az 190
1:2 0,1503 0, 2585
1:9 0,0833 0,0749
1:29 0,0669 0,0371

2.3.4 Elektroforetické ovéreni PCR 1

Obrazky ¢. 7, 8 jsou ptikladem produktli amplifikovanych pomoci primert bt2a a
bt2b. Obrazek ¢. 9 je priklad produktd amplifikovanych pomoci primerd NSI1 a NLB4.
Vzorky oznaéené pismenem NK jsou negativni kontroly. Vzorek ozna¢eny PK na obr. 9 je

pozitivni kontrola obsahujici DNA druhu Tuber aestivum.

Obrazky 7, 8, 9 ukazuji, Ze ve vSech piipadech byl vysledek amplifikace pozitivni.
Vysledek amplifikace negativnich kontrol bez templatové DNA je negativni. To ukazuje,

ze nedoslo ke kontaminaci pouzitych chemikalii.

1 2 3 45 6 7:8.910:11.12:13:14 .15 16:17 18 1920212223 24 25:26 27 2829 30 NK

L L L L R

Obr. 7. Vysledek elektroforézy PCR 1's primery bt2a, bt2b.
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 NK

“ed ~uuuauuuu~auuuUudu‘ohuuuuuu

Obr. 8. Vysledek elektroforézy PCR I 's primery bt2a, bt2b.

PK 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100101 102 103 104 105 106 107 108 109110111 112113114 115116117 118 119 NK

nw--un\-uunundnn-uu-----unuuuhn

Obr. 9. Vysledek elektroforézy PCR 1's primery NSI1 a NLBA4.

2.3.5 Elektroforetické ovéireni PCR II - detekce zastupci rodu Tuber

Z obrazku 10, 11, 12, 13 je patrné, Zze u nekterych vzorkll jsou pozitivni signaly
amplifikace, coz znamena, ze z celkového poctu 190 vzorkt byly zaznamenany pozitivni
signaly amplifikace pro rod Tuber u 77 vzorkd. Srovnanim se standardem, bylo zjisténo, ze
amplifikované fragmenty mely o¢ekavanou velikost cca 350 bp (paru bazi, ¢ili nukleotidi).
Tato ocekavana velikost byla zjisténa v praci Zampieriho et al. (2009), v niz byly

publikovany primery tubtubf a elytubr.

Pozitivnimi vzorky byly: vzorek €. 1, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 22, 23, 33, 34, 36, 37,
41, 44, 45, 46, 48, 50, 51, 55, 56, 57, 59, 60, 61, 62, 71, 72, 74, 79, 81, 84, 85, 90, 92, 93,
97, 98, 100, 101, 102, 107, 113, 114, 115, 122, 123, 124, 126, 128, 129, 130, 135, 136,
140, 141, 143, 144, 145, 146, 147, 151, 153, 156, 158, 159, 166, 167, 177, 178, 183, 186,
187, 188, 190.

Vysledek amplifikace negativnich kontrol bez templatové DNA je negativni. To

ukazuje, ze nedoslo ke kontaminaci pouzitych chemikalii v prabéhu vSech béhti PCR.
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Z 172 3.4 5.6 47 87951011 =12313814 1 5016 ¥1751 8,0 195720121592 523 B2INION26 1277281729 30 NK Z

Z 3132 3334 35 36 3738 39 40 41 42 43 44 45 46 4748 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 NK Z

Z 616263 6465 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 NK Z

»’--

Z 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100101 102 103 104 105 106 107 108 109 110111 112 113114 115116117 118 119 120NK Z




Z 121 122 123124125126 127 128 129 130 131132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148149150 151 NK Z

Z 152 153 154 155156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 Z

i

Z 172 173174 175 176 177178 179 180181 182 183 184 185 186 187 188 189190 NK 7

Obr. 13.
Obr. 10, 11, 12, 13. Vysledné obrazky ukazujici pozitivni vzorky pro rod Tuber (PCR |1 s primery

tubtubf a elytubr, Sipkami oznacené fragmenty maji délku 350 bp., velikostni standard: DNA
marker 200-1500+ col.).
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2.3.6 Elektroforetické ovéreni PCR II - detekce druhu Tuber aestivum

Z obrazku ¢. 14 je patrné, ze se u pozitivni kontroly (PK) a u vzorku ¢. 86
amplifikoval fragment o velikosti 500 bp. Tato ocekavana velikost byla zjisténa v praci
Gryndlera et al. (2011), v niz byly publikovany primery TulsekvF a Tu2sekvR. To

znamena, ze u pozitivni kontroly (PK) a u vzorku ¢. 86 byl pfitomen druh Tuber aestivum.

Pro ovéfeni, zda byl skuteéné vzorek ¢. 86 (odebrany v roce 2013, na obrazku ¢. 15
oznacen jako vzorek 86 (13)) pozitivni pro druh Tuber aestivum a neSlo pouze o
kontaminaci, byl vroce 2014 odebran na stejné lokalit€¢ a na stejném misté vzorek
ektomykorhiz, ktery byl oznacen jako vzorek ¢. 86 (14). Tento opakované odebrany vzorek

slouzil k potvrzeni vyskytu Tuber aestivum na piislusné lokalité.

Z obrazku ¢. 15 je patrné, ze vzorek ¢. 86 (14) byl také pozitivni pro druh Tuber

aestivum, coz znamena, ze na prislusné lokalité je pfitomen druh Tuber aestivum.

Vysledek amplifikace negativnich kontrol (NK) bez templatové DNA je negativni,
coz znamend, ze nedoSlo ke kontaminaci pouzitych chemikalii. V pfipad€ pozitivnich

kontrol (PK) je vysledek amplifikace pozitivni, coz znamena, ze PCR probé&hla Gspésné.

Z PK 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 NK

8686 NK Z
(14) (13)

. - |

Obr. 15.

Obr. 14, 15. Vysledné obrazky ukazujici pfitomnost druhu Tuber aestivum ve vzorcich 86 (13), 86
(14) a u pozitivnich kontrol (PK). Sipkami oznaéené fragmenty maji oéekavanou délku 500 bp.,
(velikostni standard: DNA marker 200-1500+ col.).
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2.3.7 Druhova identifikace

Pozitivni vzorky z PCR I, ziskané diky metodam detekujicim zastupce rodu Tuber
véetn¢ druhu Tuber aestivum, byly poslany na sekvenaci do sekvenac¢niho servisniho

stiediska ,,Macrogen®, Seoul, Korea.

Zde zobrazeny obrazek (Obr. 16) je ptikladem vysledku sekvenace vzorku 166, ktery

byl dale upravovan (editovan) v programu ,,Bioedit®.

MACROJGEN
File: 100 tubtubfabl ~ Run Ended: 2014/12/180:24:17  Signal G:890 4:1134 C:1550 T:1810 Advancing throngh Geromies

Sample: 160_tubtubf ~ Lame:1  Basespacing: 15.712396 318 bases in 3803 scans ~ Pagel of ]
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Obr. 16. Piiklad vysledku sekvenace vzorku 166 (primery tubtubf a elytubr) pied editaci.

Porovnanim editovanych sekvenci 79 vzorkli pomoci genetické databaze GenBank
s pouzitim vyhledavaciho nastroje ,,BLAST®, byla nalezena shoda v 71 piipadech
s publikovanymi sekvencemi genu pro beta-tubulin, ve dvou pfipadech byla nalezena
shoda s publikovanymi sekvencemi druhu Tuber aestivum a v 6 ptipadech §lo o necitelné

sekvence.

Po porovnani byla sestavena tabulka (Tab. 6), ktera ukazuje ptehled mym sekvencim

nejbliz8ich sekvenci dostupnych v databazi GenBank, patticich zastupcim rodu Tuber
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véetné sekvenci patticich druhu Tuber aestivum. Nasledn¢ byl vytvoten obr. 17, na kterém

jsou vyznaceny pozitivni lokality vyskytu zastupcti rodu Tuber a druhu Tuber aestivum.

Tab. 6. Piehled sekvenci databaze Genbank nejvice podobnych sekvencim, které byly zjistény ve
vzorcich pomoci amplifikace PCR specifickou pro rod Tuber (ve dvou piipadech pro druh Tuber
aestivum).

Vzorek | Nejblizsi Query E value Max Hostitelska Druh
¢. nalezena coverage Ident rostlina
sekvence
1 FJ560942.1 100% 3x 10 96% Buk lesni | Tuber borchii
6 JN392118.1 100% 4x 10 99% Habr Tuber rufum
obecny
8 FN252810.1 100% 4x 10 98% Buk lesni | Tuber borchii
9 FN256291.1 100% 7x10™8 99% Buk lesni | Tuber
foetidum
10 FN256291.1 100% 6 x 10 99% Habr Tuber
obecny foetidum
11 JN392118.1 98% 4x10° 99% Habr Tuber rufum
obecny
13 FN256291.1 100% 6 x 10 99% Habr Tuber
obecny foetidum
15 FN252810.1 100% 1x10%% 97% Dub Tuber borchii
22 FN252810.1 97% 2x10% 95% Lipa Tuber borchii
23 FJ560942.1 100% 5x 101 98% Habr Tuber borchii
obecny
33 FN252810.1 100% 2x10™8 97% Habr Tuber borchii
obecny
34 FJ560942.1 100% 5x 100 97% Buk lesni | Tuber borchii
36 FN256291.1 100% 2x 10 99% Buk lesni | Tuber
foetidum
37 | EN256291.1 100% 3x 107 99% Lipa Tuber
foetidum
41 FN256291.1 100% 2x10"% 99% Dub Tuber
foetidum
44 FN256291.1 99% 2 x 101 98% Liska Tuber
obecnd foetidum
45 FN256291.1 98% 3x10™ 98% Liska Tuber
obecna foetidum
46 JN392114.1 86% 3% 107 88% ou ?pe;;/srl)liim
48 FN256291.1 99% 3x 10" 98% Liska Tuber
obecna foetidum
50 FJ560941.1 99% 2x 108 98% Dub Tuber borchii
51 FN252810.1 100% 5x 10 98% Dub Tuber borchii
55 FJ560940.1 100% 3x10™° 97% Dub Tuber borchii
56 Necitelna _ _ _ _ _
sekvence
57 | JN392118.1 100% 6x 10™ 98% Lipa Tuber rufum
59 FJ560942.1 100% 7x 108 98% Buk lesni | Tuber borchii
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE0KBNX501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE0R8M9G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE0WNURH01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE0Z5EX301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE129TTV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE14HGPN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1CM3U001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1EZEZ401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1HT44501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE1MS1B101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1R43E701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE1U8H1D01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1WVABT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE1ZETHP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE21E4V301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EE26F6GF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE2A8F7A01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HUYTPZ1N013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EE2KYYR501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EE2P8XUY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE2TCXGR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EE2W8U4G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE2Y7P3V01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE31M2U201N

60 JN392118.1 100% 2x1018 98% Dub Tuber rufum
61 FJ560940.1 100% 2 x 101 98% Dub Tuber borchii
62 Necitelna _ _ _ _ _
sekvence
71 GU979146.1 100% 3x10™ 95% Dub Tuber
huidongense
72 GU979142.1 100% 4x 1010 96% Dub Tuber
umbilicatum
74 | JN392118.1 100% 1x10™° 97% Dub Tuber rufum
79 FJ560942.1 100% 3x 10" 97% Dub Tuber borchii
81 FN252810.1 99% 3x 101 97% Dub Tuber borchii
84 Necitelna _ _ _ _ _
sekvence
85 FJ560941.1 99% 3x 101 97% Dub Tuber borchii
90 FN252810.1 100% 3x 101 97% Dub Tuber borchii
92 | FN252873.1 97% 4x 10 99% Lipa Uncultured
fungus
93 Necitelna _ _ _ _ _
sekvence
97 FJ560942.1 100% 2x101% 97% Dub Tuber borchii
98 FN256291.1 99% 1x10™ 98% Dub Tuber
foetidum
100 | FN256291.1 100% 3x10%% 99% Dub Tuber
foetidum
101 | JN392114.1 98% 5x10% 93% Dub Helvella
ephippium
102 | Necitelna _ _ _ _ _
sekvence
107 | FN252811.1 100% 2x10Y 99% Dub Tuber
dryophilum
113 | FJ560939.1 100% 6x 10 99% Dub Tuber borchii
114 | FN256291.1 100% 4x10™% 99% Lipa Tuber
foetidum
115 | JN392118.1 100% 2 x 101 99% Dub Tuber rufum
122 | FN252813.1 100% 4x10" 98% Dub Tuber
oligospermum
123 | FJ560939.1 100% 2x 10" 98% Dub Tuber borchii
124 | FJ560939.1 100% 1x10%% 99% Dub Tuber borchii
126 | FJ560939.1 100% 3x10™ 100% Dub Tuber borchii
128 | JN392118.1 100% 4x10™° 98% Dub Tuber rufum
129 | FN252869.1 97% 9x 10 100% Buk lesni | Uncultured
fungus
130 | FN256291.1 99% 1x10™% 98% Habr Tuber
obecny foetidum
135 | FJ560937.1 100% 2x 10 98% Dub Tuber borchii
136 | GU979142.1 100% 1x 10 96% Habr Tuber
obecny umbilicatum
140 | FJ560938.1 99% 9x 10 100% Dub Tuber borchii
141 | FJ560939.1 100% 3x10™% 99% Dub Tuber borchii
143 | FJ560939.1 95% 2 x 101 94% Dub Tuber borchii
144 | JN392118.1 100% 1x10™ 99% Dub Tuber rufum
145 | FJ560939.1 100% 9x10"% 100% Dub Tuber borchii
146 | FN252810.1 99% 2x 10 98% Dub Tuber borchii
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE34UTJ401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EE373A1H01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323903161?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE3A3MCC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323903157?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EE3E07ZM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE9MT98001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EE9S8NHB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EE9VACJU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EE9XFDR801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEA0DM0101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656576?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEA3AEC301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EEA967Y301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EEAEUA9401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAJ46HR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAMKCWW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAREHV001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAU1XT801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAWU05001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEAZ7FJH01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEB1M1Y601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEB5GFVU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEB8HGFS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEBCKVR901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEBEY2W001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656568?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEBHRSYW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EEBN9N2301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961490?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=EEBTH7U501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323903157?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EEBWEP4601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961492?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EEC0VHYJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECFMC4F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECHG7EZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECMTXSN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECR1C8A01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECSRTSP01N

147 | FN252811.1 100% 6 x 101 98% Dub Tuber
dryophilum

151 | FJ560942.1 100% 1x10™ 98% Dub Tuber borchii

153 | FJ560942.1 100% 3x10™M! 98% Dub Tuber borchii

156 | FJ560942.1 100% 3x10™M! 98% Dub Tuber borchii

158 | FN252810.1 100% 1x10™° 98% Habr Tuber borchii

obecny

159 | FN252811.1 100% 7x10™° 99% Dub Tuber
dryophilum

166 | FN256291.1 100% 1x10™% 99% Lipa Tuber
foetidum

167 | JN392114.1 95% 6x 104 93% Dub Helvella
ephippium

177 | FN252810.1 100% 5x 101 98% Buk lesni | Tuber borchii

178 | FN252810.1 100% 5x 101 98% Buk lesni | Tuber borchii

183 | JN392118.1 98% 5x 107 93% Lipa Tuber rufum

186 | JN392118.1 99% 6x 10" 98% Dub Tuber rufum

187 | FN256291.1 99% 4x 10 98% Lipa Tuber
foetidum

188 Necitelna _ _ _ _ _

sekvence

190 | FN256291.1 100% 5x10% 94% Dub Tuber

foetidum
86(13) | HQ706002.1 100% 1x10™® 100% Dub Tuber
aestivum
86(14) | KJ524527.1 100% 4x 10 99% Dub Tuber

aestivum

Vysvétleni pojmti: Query coverage = srovnavana ¢ast sekvence, E value = pravdépodobnost, Ze se
dana sekvence v dané databazi vyskytuje nahodné, Max ident = procentualni vyjadieni shodnosti
jednotlivych bazi.

Z celkem 33 vzorkl byly ziskany amplikony ¢asti genu pro beta-tubulin, jejichz
sekvence se podoba sekvenci t¢hoz tiseku genu u druhu Tuber borchii, amplikony, jejichz
sekvence se podoba sekvenci druhu Tuber foetidum byly ziskany celkem ze 16 vzorki.
Tuber rufum byl takto detekovan v 10 vzorcich, Tuber dryophilum ve 3 vzorcich a Tuber
umbilicatum ve 2 vzorcich. Sekvence ziskana ze vzorku ¢. 71 svédéi o ptitomnosti druhu
Tuber huidongense a sekvence ziskana ze vzorku ¢&. 122 byla podobna sekvenci druhu
Tuber oligospermum. Ve dvou piipadech se sekvence podobaji tzv. ,,uncultured fungus*
neboli neznamy nekultivovany druh (Genbank). Sekvence amplikoni ze vzorka 86 (13) a

86 (14) ziskané z oblasti ITS svédéi o pritomnosti druhu Tuber aestivum.

Druhy Tuber borchii, Tuber foetidum a Tuber huidongense byly pravdépodobné

detekovany stejnou metodou i na jizni Moravé (Novakova, 2013).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECUKXBE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EECWJ8R901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EECZM2WT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220961500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EED1F4BY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EED3D7E201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EED4WX3M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EED7CYNY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EED9SDK501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEDBYWE801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEDDSYJY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEDF13U501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/374284276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EEDJ8EPE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EEDMBV0301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238656592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEDTSPWS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326314727?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EEE1CC4601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/632798631?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEE7GS4501R

Pfi porovnani sekvenci se muze stat, ze se ve vysledku objevi zastupci z jiného rodu
(v mém piipadé Slo o Helvella ephippium ve vzorcich ¢. 46, 101, 167), ktefi patii do

stejného fadu jako rod Tuber (fad: Pezizales).

66


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14910/
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2.3.8 Faktory prostiedi urcujici vyskyt zastupcu rodu Tuber
Jednim z cili mé prace bylo to, ze jsem se snazil postihnout faktory prostiedi, které
by mohly byt dilezité nebo urcujici pro vyskyt lanyzi.

Provedl jsem mnohorozmérnou redundan¢ni analyzu (RDA) vybranych pidnich
parametri a faktord prostiedi pomoci programu Canoco (viz kapitola 2.2.7). Byla také

sestavena tabulka (Tab. 7), ktera ukazuje vysledky redundané¢ni analyzy.

Do analyzy byly zahrnuty bud’ vSechny nejméné 2x nalezené druhy (véetné T.
dryophilum a T. umbilicatum), nebo jen druhy, u kterych byl zaznamenan vyskyt vice nez

5x. V tomto ptipad¢ slo o druhy T. borchii, T. foetidum a T. rufum.

Tab. 7. Testovani vyznamnosti vlivii faktora prostedi na vyskyt zachycenych druhti rodu Tuber.

Faktory 1. kanonicka osa Vsechny kanonické osy

rostiedi . . .
P eigenvalue F-ratio  P-value Trace F-ratio P-value

Analyza veetn¢ ziidka zachycenych druht

hostitelska 0,047 9,122 0,0060 0,054 2,657 0,0080
rostlina
vlastnosti pidniho 0,051 9,968 0,0020 0,065 3,191 0,0020
vzorku

vlastnosti ptidniho 0,054 10,649 0,0040 0,065 3,219 0,0020
vzorku normaliz.

nadmotska vyska — — — 0,021 4,064 0,0120

podrost 0,034 6,417 0,0740 0,049 1,560 0,0780

Analyza bez ziidka zachycenych druhti (pouze T. borchii, T. foetidum, T. rufum)

hostitelska 0,053 10,377 0,0060 0,061 2,993 0,0060
rostlina
vlastnosti ptdniho 0,054 10,649 0,0040 0,065 3,219 0,0020
vzorku

vlastnosti ptidniho 0,055 10,725 0,0040 0,067 3,296 0,0020
vzorku normaliz.

nadmoiska vyska - - - 0,021 3,946 0,0180

podrost 0,037 6,986 0,1160 0,053 1,461 0,1160
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Proto, ze méteni nartistu fasové biomasy na standardnim zivném roztoku (fedéni 1:2)
ve 2 ruznych bézich stanoveni trofického potencialu poskytlo z nezndmych divodi rizné
vysledky, byla provedena normalizace vysledkii vydélenim hodnotou absorbance ziskané
na zivném roztoku pii fedéni 1:2. Tato normalizace nezpiisobila podstatné odlisSny
vysledek RDA, ani vysledek Monte Carlo testu, ktery je uveden v Tab. 7, fadek "vlastnosti
pidniho vzorku normaliz.". Vzhledem k tomu, Ze i pfislusny biplot (graficka prezentace)
se prakticky nelisil od biplotu ziskaného s nenormalizovanymi vysledky, neni v praci
prezentovan.

Také zahrnuti druhd, u kterych byl zaznamenan vyskyt 2x az 5x, vyznamné
nezménilo vysledky RDA a Monte Carlo testu a ani piislusné biploty se vyznamné nelisily.
Proto jsou v praci zafazeny pouze biploty, které vychazeji z analyzy tii nejcastéji

zachycenych druhi s vylou¢enim T. dryophilum a T. umbilicatum.

69



Obrazek ¢. 18 (vysvétlujici 5,3% variability) ukazuje, ze T. foetidum ma tendenci
obsazovat mista, kde se vyskytuje liska, T. rufum ma slabou tendenci obsazovat mista s
vyskytem habru a lipy. V piipadé druhu T. borchii nebyla zaznamenana pozitivni korelace,

coz znamena, ze nepreferuje urcity druh hostitelské rostliny.

<
—
Fagus sylvatica
Corylus avellana
Tuber borchii Tuber foetidum
Tuber rufum
Quercus spp. Carpinus betulus
© Tilia spp.
o
I T T T T T T T
-0.8 0.8

Obr. 18. Vztah mezi vyskytem zachycenych druhd rodu Tuber a vyskytem potencialnich
hostitelskych rostlin, jimiz jsou dub, buk, liska, habr a lipa (biplot redundanéni analyzy).
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Z obrazku ¢. 19 (vysvétlujici 5,4% variability) je patrné, ze T. foetidum a T. rufum
slabé negativné koreluji s trofickym potencialem a T. borchii velmi slabé negativné
koreluje s Ca a vodivosti ptidniho vyluhu, coz vede k zavéru, ze v tomto pfipadé Ca, pH,

vodivost a troficky potencial nemaji zasadni vliv na vyskyt identifikovanych druhu.

= Ca
—
pH
Vodivost
Troficky potenciél
\' o Tuber rufum
/\‘ Tuber foetidum
N
O | Tuber borchii
-0.2 1.0

Obr. 19. Korelace faktori prostiedi (pH, Ca, vodivost a troficky potencial) s vyskytem
zachycenych druhti rodu Tuber.
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Na obrazku ¢. 20 (vysvétlujici jen 2% variability) je vidét, ze T. foetidum ma jen
nepatrnou tendenci se vyskytovat ve vyssich nadmotskych vyskach. V piipadé T. borchii,

T. rufum nadmoiska vyska nehraje roli.

1.2

Tuber borchii
4

Nadm. vyska

>

1Tuber rufum
Tuber foetidum

-0.4

02 | | | | 12

Obr. 20. Korelace nadmoiské vysky lokality a vyskytu zachycenych druhti rodu Tuber.
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Obrazek ¢. 21 znazoriiuje vztah mezi vegetaci V okoli hostitelské rostliny a
zachycenymi druhy rodu Tuber. Obrazek (vysvétlujici kolem 4% variability) ukazuje
velmi slabou vazbu hub na podrost. T. borchii se ¢astéji vyskytoval v piitomnosti Hepatica

nobilis a T. foetidum pozitivné koreluje s Galium odoratum a Impatiens parviflora.

©
= Galium odoratum
| Tuber foetidum
f Impatiens parviflora
Sambucus spp. | P P
Tuber borchii
Rubus sp.
Hepatica nobilis
Travnaty porost
@ yp
<

04 | | | | 1.0

Obr. 21. Vazba zachycenych druhd rodu Tuber na vegetaci podrostu v okoli hostitelské rostliny.
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2.3.9 Vyskyt lanyzii v pidach svahi

V této kapitole se zabyvam dal$im cilem prace. Timto cilem bylo zjistit, zda se
lanyze v zajmovém uzemi vyskytovaly v pidach svaht. Ze 190 lokalit bylo odebrano
celkem 153 vzorkti mimo ptidy svaht a 37 vzorkd z pud svahd. V mimo svahovych pudach
jsem zaznamenal lanyze celkem ve 49 ptipadech a v pudach svahi celkem v 18 piipadech.

Vysledky jsou prezentovany na obrazku €. 22.

Nejvice se v pudach svahi vyskytoval T. borchii (celkem 9x), T. foetidum (celkem

6x.) a nepatrné procento zaujimal T. rufum, T. dryophilum a T. aestivum.

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

B Celkem vzork(

50,00%

40,00%

M pozitivni vzorky pro Tuber
spp.

30,00%
20,00% -

10,00% -

0,00% -

PUdy svahl Mimo svah

Obr. 22. Procentualni zastoupeni lanyzi v pudach svahi a jeho srovnani se zastoupenim v padach
mimo svah.
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2.4 Popis vybranych druht identifikovanych jako nejpodobnéjsi s nositeli
mnou ziskanych sekvenci genu pro beta tubulin

Tuber borchii Vittad. — lanyz Borchitv

Askokarp (plodnice) méa nepravidelnou formu je hladky a vypoukly. Dosahuje
velikosti 2-3 (7) cm, zpocatku je bélavy a postupem Casu zhnédne a Casto se na ném
objevuji nacervenald mista. Peridium (vngjsi sténa plodnice) je silné 150-200 um, bélave,
pseudoparenchymatické, slozené z polygonalnich bunék a u mladych jedincii je husté
pokryté chlupy. Chloupky jsou 40—-70 um dlouh¢, napiic méfi 4-5 um, jsou zuzené a
hyalinni Gleba (vnitini plodna ¢ast plodnice) je pevnd, nejprve bélava, pak zelena nebo
¢ervenohnéda a v dospélosti je mramorovana. Askospory (vytrusy) jsou velké 32—-47 x 23—
39 um bez ornamentu, velikost je velice variabilni v zavislosti na poctu spor. Askus
(viecko) je Siroce elipsovity, svétle Zluty, pii zralosti hnédy az prisvitny a zdobeny
pravidelnymi sitkami s oky, kterych je 4-8 po celé Sifce spory a jsou 4—7 pm vysoké, 4-10
um dlouhé (http://www.trufamania.com/Tuber%20borchii%20English.htm).

Tuber borchii (obr. 18) se vyznacuje ¢esnekovym zapachem, ktery je zpocatku
pfijemny, ale s pfibyvajicim vékem je moc silny, aZ nepfijemny. Chut’ je velmi silnd a
pfijemna a pfipomina ¢esnek. Tuber borchii je velice tolerantni k vlastnostem pudy, ale
dava prednost dobfe odvodnénym, pis¢itym a vapnitym pidam. VétSinou ho najdeme na
jilovych a pis€itych ptidach spolu s jehliénany nebo listnatymi stromy a na vapenitych a

kyselych ptudach (http://www.trufamania.com/Tuber%20borchii%20English.htm).

T. borchii ma Sirokou geografickou distribuci v Evropé, od Sicilie az na jih Finska.
Byl nalezen v jihovychodni a jihozapadni Francii a v Italii. Je vzacny v jihozapadni
Anglii, Walesu, v Irsku, v Dansku a Svycarsku. Hojn&ji roste v Polsku (zapadn& od
Vratislavi) a v Cesku. V Mad’arsku, byl zaznamenan v Karpatské kotling a v zapadnim
Némecku (Bavorsko, oblast mezi Mnichovem a Dunaji). Tuber borchii dozrava od konce

listopadu do konce dubna (Riousset et al., 2001).

75



Obr. 23. Tuber borchii Vitt. (http://www.actaplantarum.org/floraitaliae/viewtopic.php?t=46282).

Tuber rufum Pico — lanyz rySavy

Plodnice jsou kulovité, az hlizovité, 10-30 mm Siroké a nachazi se v pud¢ pod
vrstvou hrabanky. Obal plodnice je svétle okrovy, okrové oranzovy, rezavohnédy az tmaveé
cervenohnédy, hladky az jemné bradavi¢naty. Tefich je chrupavdéity, v mladi bélavy az
zlutave sedy, pak Sed¢ az rezavé hnédy, protkany bélavymi zilkami. Vytrusy maji velikost
24-35 x 15-21 pm. Jsou elipsoidni, na jednom konci €asto Spicaté, pokryté Stihlymi, 2—3
um dlouhymi ostny (Holec et al., 2012).

T. rufum je velmi bézny v Evropé, kde roste v symbiotickém spojeny s mnoha
listnatymi i jehli¢natymi stromy (Iotti et al., 2007). Ve Francii, obsazuje stejnd stanovisté
jako T. melanosporum, T. brumale, T. aestivum, T. uncinatum a T. mesentericum (Riousset
et al., 2001). Piestoze se vyskytuje s cennymi druhy, je povazovan za druh nevalné chuti a
bez komerc¢ni hodnoty (Iotti et al., 2007). Ve Stfedomofi, roste velmi Casto s duby. V
Burgundsku, v blizkosti Dijonu, T. rufum roste na vapencovych plosinach, kde jsou
plantaze borovice ¢erné. Najdeme ho také v Anglii, Walesu, Irsku, kde roste s duby, buky,
kastany, bfizami, borovicemi, smrky, modfiny a cedry. T. rufum se vyskytuje i v Némecku
(Anhalt, Hanover, Cassel, Schwarzburg), Svycarsku, Dansku, Mad’arsku pod duby a
borovicemi. V Maroku byl T. rufum zaznamenan ve vysce 2000 metrti nad mofem. Pokud
se zaznamena pritomnost T. rufum v lanyzovych plantazich, znamena to, Ze jsou uz stromy
staré, a ze klesa produkce plodnic ekonomicky vyznamnymi druhy lanyzd. T. rufum se

vyviji po vétsinu roku, ale doba zralosti je na podzim a v zimé (Riousset et al., 2001).
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Obr. 24. Tuber rufum Pico (http://www.asturnatura.com/fotografia/setas-hongos/tuber-rufum-
forma-rufum-pico-fr-1/4288.html).

T. foetidum Vittad.

Plodnice jsou spisSe méekké, kulovité, popraskané s esovitymi Stérbinami, 3—6 cm
Siroké. Obal plodnice je nacervenaly, zrnity s malymi bradavickami. Vnitfek plodnice je
cervenohnédy, protkany nepravidelnymi bélavymi az nacervenalymi hnédymi zilkami.
Viné je cesnekova, pfipominajici zlukly olej a acetylen. Chut’ pfipomina Zlukly ole;j.
Viecka jsou prisedla, velikost 70-90 x 62—75 pm. Vytrusy maji velikost 24—45 x 15-32
um. Jsou elipsoidni, zluto hnédé, cervenohnédé, nahnédlé, 1 az 5 spor ve viecku (obvykle
3 nebo 4).

T. foetidum je velmi vzacny. Ve Francii, byl nalezen pod borovicemi v okoli Mont-
de-Marsan v roce 1998. Byl také zaznamenan v Italii, kde roste ve smiSenych lesich
nejcastéji s buky a lipami. Je vzacny v Dansku a také v Britanii, kde byl nalezen pod

modiinem. Tuber foetidum dozrava od listopadu do ledna (Riousset et al., 2001).

Obr. 25. T. foetidum Vittad., pievzato od Riousseta et al. (2001).
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DISKUSE

Prace byla vedena snahou pfispét k poznani rozSifeni lanyZe na naSem tUzemi. Za
timto Gi€elem byla aplikovana metoda, ktera se na nasem uzemi pouziva (Zampieri et al.,
2009; Gryndler et al., 2011). Tim, ze jsem tuto metodu pouzil, jsem se podilel na jeji

zavadéni do praxe.

Jde 0 metodu, diky které mizeme detekovat zastupce rodu Tuber a lanyze letniho v
mykorhiznich kotfenech. Metoda byla pouzita, protoze dnes jinym zplisobem vyskyt lanyzi
neni mozné zjistit, aniz by bylo tfeba najit plodnice. Jde o molekularné genetickou metodu
vyuzivajici polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Metoda je pomérné€ levna a rychla, ale

vyzaduje velkou fadu ndkladnych technickych zatizeni a zejména Cisté prostory.

Frekvence detekce lanyzii doporucenymi metodickymi prostitedky v zdjmovém
uzemi byla vyssi, neZ jsem ocekaval. Vyskyt zastupct rodu Tuber je rozsifen v mnoha
pudach sriznymi vlastnostmi. Zastupci rodu Tuber byli zjisténi v 67 piipadech

z celkového poctu 190 vzorku (viz tabulka 6).

Nicméné diky vysledkim, kterych bylo dosazeno pii detekci lanyzi pomoci
specifickych primerd (tubtubf a elytubr) pro rod Tuber v odebranych vzorcich
ektomykorhiz, mohu fici a zaroven potvrdit, Ze zde pouzita metoda, kterd byla publikovana
Vv praci od Zampieriho et al. (2009), je vhodna pro studium vyskytu zastupci rodu Tuber
SpPp.

Prestoze je metoda PCR se specifickymi primery velmi spolehliva a Siroce pouzivana
(Zampieri et al., 2009; Gryndler et al., 2011), nelze ji vsak aplikovat nekriticky. Mohou se
totiZ projevit nékteré jeji nedostatky. V mém ptipad¢ se projevila nedostate¢na specifi¢nost
metody tim, ze kromé zastupci rodu Tuber byla detekovana i Helvella sp.. Je to
pravdépodobné zpisobeno tim, ze rod Helvella je taxonomicky blizky rodu Tuber (oba
jsou zastupci fadu Pezizales), ze odpovidajici sekvenéni motivy rozpoznavané
specifickymi primery se u obou rodt podobaji. Specifi¢nost primerti pro ur€ity rod (v mém

ptipadé¢ rod Tuber) nemusi byt proto stoprocentni (osobni komunikace Gryndler M.).

Aby byly vysledky analyzy vzorki pomoci PCR se specifickymi primery
rozpoznavajicimi oblast genu pro beta-tubulin zastupct rodu Tuber naprosto spolehlivé,
nelze se spolehnout pouze na vysledek PCR a je tieba produkt PCR sekvenovat a identitu
nositele sekvence potvrdit srovnanim se znamymi sekvencemi nalezejicimi detekovanému

druhu.
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Dalsim problémem je nedostatecna citlivost PCR s primery specifickymi pro rod
Tuber ke druhu Tuber aestivum. Proto bylo nutno k detekci T. aestivum pouzit k tomuto

ucelu zvlasté navrzené primery TulsekvF a Tu2sekvR (Gryndler et al., 2011).

Pii detekci lanyZe letniho za pouziti specifickych primert (TulsekvF a Tu2sekvR)
pro tento druh jsem pouze v jednom piipadé zaznamenal jeho vyskyt. Jde o vzorek ¢. 86
odebrany v roce 2013 (obr. 14).

Pro ovéfeni, zda byl skute¢né vzorek ¢. 86 (oznaceny 86 (13)) pozitivni pro druh
Tuber aestivum, byl v roce 2014 proveden opakovany odbér vzorku ektomykorhiz
z lokality €. 86, ktery byl oznacen jako vzorek ¢. 86 (14) (obr. 15). Po porovnani sekvenci
vzorku ¢. 86 (13) a 86 (14) pomoci genetické databaze GenBank, byly nalezeny shody
s publikovanymi sekvencemi patiici druhu Tuber aestivum. U vzorku 86 (13) $lo o 100%
shodu a u vzorku 86 (14) slo 0 99% shodu (viz tabulka 6).

Dva nezavisle odebrané vzorky z lokality ¢. 86 byly analyzovany proto, zZe analyza
probihala na pracovisti, které se systematicky zabyva studiem lanyze letniho a nebylo
proto mozZno zcela vyloucit moznost kontaminace PCR DNA lanyze letniho pfitomné
Vv laboratofi. Opakované vysetfeni vzorku z této lokality vSak potvrdilo, Ze ke kontaminaci

nedoslo, a ze DNA nélezejici lanyzi letnimu je na lokalité skute¢né pfitomna.

ProtoZze podobnost sekvenci s nejpodobnéj$im druhem, je u nékterych vzorki
pomérné nizka (93%, 94%, 95%, 96%, 97% a 98%) a ve dvou piipadech se jednalo o tzv.
Luncultured fungus® neboli neidentifikovany druh (Genbank), mohlo by se zde jednat o

dosud nepopsané druhy rodu Tuber.

Po vyhodnoceni vSech vysledkli mé prace se zda, ze druhem lanyzi ptevladajicim v
zajmovém uzemi je Tuber borchii. Je to zpusobené ziejmé jeho schopnosti uspé$né
soutézit s ostatnimi ektomykorhiznimi houbami, jak bylo zminéno v praci Zambonelliové

et al. (2000), a také diky tomu, ze toleruje mirné kyselé pady (Mello et al., 2006).

V piipad¢ lanyze letniho (Tuber aestivum), které¢ho se mi podatilo detekovat pouze
na jedné lokalité, jsem doSel k zavéru, Ze nejenze neni pievladajicim druhem lanyzi
V zajmovém Uzemi, ale je zde i vzacny.

Tento zavér vSak muze byt zkreslen tim, Ze se mi nepodafilo odebrat dostatecné
mnozstvi vzorkii pidy s vy$Sim pH, pficemz pH je dualezitym faktorem ovliviiujicim
vyskyt lanyze letniho, jak jsem se mohl piesvédcit v pracich od Gazo et al. (2005), Mello
et al. (2006), Pruett et al. (2008) a Garcia-Montero et al. (2009).
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Domnivam se, Ze pfi¢inou by mohla byt acidifikace vrchnich vrstev pid na
sledovaném uzemi. pH odebrané vrchni vrstvy pidy proto nemuselo odpovidat pH
uvedenému na map¢ pudniho pH podle katastralnich uzemi. Je mozné, Ze pudy mnou
zvolenych lokalit maji extrémni vlastnosti, a proto nejsou zemédélsky vyuzivany. Z tohoto
divodu nemusi jejich vlastnosti byt reprezentativni pro plidy dané¢ho izemi. Domnivam se
vSak, ze lepsi odbérova mista neni kvili charakteru terénu mozné zvolit. Alkalické pudy
severnich Cech jsou bohaté mineralnimi Zivinami a jsou proto jiz zemé&délsky vyuzity
(Kuncova, 1999). Zemédélské vyuziti zaroven vylucuje vyskyt hostitelskych dievin, coz

diskvalifikuje lanyze jako slozku mikrobidlniho spolecenstva zemédé€lskych pad.

V kapitole (2.3.8) jsem se snazil postihnout faktory prostiedi, které by mohly byt
dalezité nebo urcujici pro vyskyt lanyzii. Po vyhodnoceni dat ziskanych diky
mnohorozmérné analyze jsem dospél k zavéru, Ze v zdjmovém Uzemi Se mnou zachycené
druhy lanyzi vyskytuji vice v mistech, kde je hostitelskou rostlinou pievazné habr, lipa a
liska. V ptipadé T. borchii diky negativni korelaci s hostitelskymi rostlinami se zda, ze

nepreferuje urcity druh hostitelské rostliny (obr. 18).

Co se tyce faktort, které byly namétfeny v laboratofi (Ca, pH, vodivost a troficky
potencidl), tak ziejmé nemaji zasadni vliv na vyskyt identifikovanych lanyzl, protoze ve

veétsing piipadi Slo o negativni korelaci s témito faktory (obr. 19).

Dalsim faktorem, ktery jsem vzal v potaz, byla nadmoiska vyska. Kromé& T.
foetidum, ktery mél malou tendenci se vyskytovat ve vyssich nadmotskych vyskach, zadny

z ostatnich lanyzt nevykazoval pozitivni korelaci s timto faktorem (obr. 20).

Poslednim faktorem byl vztah podrostu v okoli hostitelskych rostlin s detekovanymi
druhy lanyza. Diky obrazku ¢. 21 jsem dospél k zavéru, ze houby mély slabou vazbu na
podrost. Pozitivni korelaci s Hepatica nobilis jsem zaznamenal u T. borchii, T. foetidum

pozitivné koreloval s Galium odoratum a Impatiens parviflora.

Pisobeni vSech faktori zminénych vyse se vSak projevovalo velmi slabé, vysvétlily
pouze malou ¢ast variability a nelze konstatovat, Ze by néktery z nich byl urcujici pro
vyskyt ¢i absenci druhu ve vzorku. Po osobni komunikaci se svym Skolitelem Milanem
uzemi spadd do klimatickych regiont T1 a T2 (teply suchy a teply mirné suchy).
Nedostatek vody mize byt proto divodem, ktery omezuje vyskyt Tuber aestivum. Tato

hypotéza vSak nemohla byt ovéfena, protoZze jsem nemohl umistit na kazdou lokalitu
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(celkem na 190 lokalit) datalogger, ktery by zaznamenaval po del$i dobu udaje tykajici se

prave vody.

V kapitole (2.3.9) jsem se snazil vyhovét dalSimu z cila své prace, tedy zda se lanyze
vyskytuji v pidach svahii. Z obrazku ¢. 22 muzeme vidét, ze se lanyze na studovaném
uzemi svahiim nevyhybaji, a ze je zde jejich vyskyt dokonce ¢astéjsi nez na lokalitach
mimo svah. Divod pro¢ tomu tak je, mi neni ziejmy. Toto zjisténi je velmi dulezité,
protoze ukazuje moznost vyuziti svahti k pfipadnému péstovani lanyza, pokud toto
pestovani umozni legislativa. Tato moznost vychazi z predpokladu, Ze ekologické naroky
(tolerance k prostiedi svahil) jsou podobné u lanyze letniho a ostatnich zde hodnocenych
druhii lanyzt. Tento ptedpoklad je pravdépodobné opravnény, protoze i na Slovensku byly
zaznamenany vyskyty lanyze letniho v piadach svahi (J. Gazo a M. Miko,

Polnohospodarska Univerzita Nitra, Slovensko, osobni sdélent).

V praci nejsou vypsany mistopisné koordinaty (tj. GPS soufadnice), které jsem
zaznamenal na kazdé lokalitd. Diivodem, pro¢ jsem tato data nezvefejnil, je to, ze CR
zadina byt cilem najezdu ilegalnich sbéracl lanyzd, ktefi svymi nezakonnymi aktivitami
lokality poSkozuji a publikace pfesnych poloh nalezist' lanyzii by mohla situaci dale
zhorsit. Data byla ziskana s finanéni podporou grantu GACR P504/10/0382 v MBU AVCR

Praha a jsou k dispozici pouze organtim statni spravy.

ZAVER

Zda se, Ze by na studovaném uzemi bylo mozné lanyze pestovat, ale bylo by to velmi
narocné. Jde o pomérné slozity proces, ktery vyzaduje velkou technologickou kazei a
trpélivost, protoze prvni sklizenl je mozné ocekavat nejdiive za 8 az 10 let. Péstovani

lanyZi (zejména lanyze letniho Tuber aestivum) by se v§ak mohlo stat vitanym zptisobem

vyuziti jinak hospodafsky nevyuzitelnych ptd (svahoviny).

V ceské kuchyni neni lanyz pouZzivéan, neni to tradi¢ni ceskd surovina. Proto, aby se
mohl rozsifit, musi byt provedena osvéta, jak s touto surovinou nakladat, protoZe mnoho
lidi nema piedstavu, co to vlastn€ lanyz je. Na vétsi rozsifeni v Ceské gastronomii ma vliv 1

jeho cena, protoZe v soucasné dobe¢ je to pokrm pro labuzniky.
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PRILOHY

Ptiloha 1. Michacka typu ,,Vortex*.

Ptiloha 2. Spektrofotometr ,,Nanodrop* (Thermo Scientific).
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Ptiloha 4. Kultura zelené fasy Chlorella kessleri (kmen Larg/-1).
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