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Abstrakt

Arbuskularné¢ mykorhizni (AM) houby jsou globalné rozsifené pudni mikroorganismy, které
ovliviiuji fadu ekosystémovych funkci. S rostlinami vytvaii uzky symbioticky vztah, kdy hyfova
vlakna AM hub pronikaji do primarni kiiry hostitelské rostliny a vytvari bohaté vétvené struktury
zvané arbuskuly. Jejich prostiednictvim dochazi k intenzivni vyméné latek, energie a informaci
mezi obéma symbionty. V buiikach hostitele mohou vytvaret také tzv. vezikuly, které ziejmé plni
zasobni funkci. Koloniza¢ni schopnosti AM hub a znaky jejich mycelia, hyfovych vlaken
schopnych kolonizace hostitele, jsou do zna¢né miry ovlivnény biotickymi a abiotickymi faktory
prostiedi, jako je druh hostitelské rostliny, pfitomnost dalSich piidnich mikroorganismi, dostupnost
fosforu, dusiku a vody ¢i pH pudy.

Hlavnim cilem této prace bylo popsat dynamiku rozvoje mycelia vybranych izolati AM hub,
jeho variabilitu v zavislosti na hostitelské rostlin€ a dostupnosti dusiku v kultivaénim substratu. Za
timto ucelem byly provedeny dva nadobové sklenikové experimenty zaméfené na dynamiku
rozvoje Ctyt druhit AM hub, kolonizaci riznych druhii hostitelskych rostlin a vliv dostupnosti
dusiku v kultivacnim substratu jako vybraného pldniho faktoru na rist mimokofenového a
vnitrokofenového mycelia. V prvnim experimentu byly zvoleny ¢tyfi druhy hostitelskych rostlin s
ruznymi fyziologickymi znaky — svetfep vzpiimeny (Bromus erectus), tolice vojtéska (Medicago
sativa), jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata) a ¢irok dvoubarevny (Sorghum bicolor). Zalozeny
experiment byl vyhodnocen ve ¢tyfech odbérech po Ctyfech, osmi, dvanacti a osmnacti tydnech
s cilem popsat rozvoj AM symbiodzy v Case a strukturu vnitrokofenového mycelia rtiznych druht
AM hub. Druhy experiment sledoval kolonizaci kofenti a pidy AM houbami v symbioze
s jitrocelem kopinatym na gradientu dusiku v kultivaénim substratu.

V prvnim experimentu se dynamika a struktura kolonizace AM houbami liSila jak mezi
izolaty, tak v zavislosti na druhu hostitelské rostliny. V druhém experimentu méla koncentrace
dusiku v kultivacnim substratu vyrazny vliv na tvorbu mimokofenového i vnitrokotfenového
mycelia, avSak ristové optimum obou struktur bylo odlisné. Extrémné nizké hladiny dusiku mély
pozitivni vliv na vnitrokofenovou kolonizaci a negativni vliv na mimokotenovou kolonizaci.
Extrémné vysoké hladiny dusiku vedly k inhibici vnitrokofenového 1 mimokotenového mycelia u
vSech izolatd s vyjimkou R. irregularis. Prace svymi vysledky pfispéla k hlubSimu pochopeni

variability znakiit AM hub v zavislosti na zménach abiotickych a biotickych faktora.

Kli¢ova slova: arbuskularné mykorhizni houby, znaky, mycelium, mykorhiza, mimokofenové

mycelium, vnitrokofenové mycelium



Abstract

Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi are globally distributed soil microorganisms that affect a range
of ecosystem functions. They form a close symbiotic relationship with plants, where the hyphae of
AM fungi penetrate the primary cortex of the host plant and form richly branched structures called
arbuscules. Through these structures, an intense exchange of material, energy and information
occurs between the two symbionts. They can also form so-called vesicles in host cells, which appear
to have a storage function. The colonization traits of AM fungi and the traits of their mycelium, the
hyphal filaments capable of colonizing the host, are largely influenced by biotic and abiotic
environmental factors such as the type of host plant, the presence of other soil microorganisms, the
availability of phosphorus, nitrogen and water or the soil pH.

The main objective of this study was to describe the dynamics of mycelial development of
selected AM fungal isolates, its variability depending on the host plant and nitrogen availability in
the cultivation substrate. For this purpose, two containerized greenhouse experiments were
conducted to investigate the dynamics of development of four AM fungal species, colonization of
different host plant species and the effect of nitrogen availability in the culture medium as a selected
soil factor on the growth of extraradical and intraradical mycelium. In the first experiment, four
host plant species with different physiological characteristics were selected - Bromus erectus,
Medicago sativa, Plantago lanceolata and Sorghum bicolor. The established experiment was
evaluated in four sampling periods of four, eight, twelve and eighteen weeks to describe the
development of AM symbiosis over time and the structure of the intraradical mycelium of different
AM fungal species. The second experiment monitored the colonization of roots and soil by AM
fungi in symbiosis with P. lanceolata on a nitrogen gradient in the culture medium.

In the first experiment, the dynamics and structure of AM fungal colonization varied among
isolates and depending on the host plant species. In the second experiment, nitrogen concentration
had a significant effect on the construction of extra- and intraradical mycelium, but the growth
optimum of the two structures was different. Extremely low nitrogen levels had a positive effect on
intraradical colonization and a negative effect on extraradical colonization. Extremely high nitrogen
levels resulted in inhibition of both intra- and extraradical mycelium in all isolates except R.
irregularis. The results contributed to a deeper understanding of the variability of AM fungal

properties in relation to changes in abiotic and biotic factors.

Key words: arbuscular mycorrhizal fungi, traits, mycelium, mycorrhiza, extraradical mycelium,
intraradical mycelium



Seznam pouzitych zkratek

AM — arbuskularné mykorhizni

CMNs - common mycelial networks (sdilené mycelidlni sité)
ERM - extraradikalni (mimokotenové) mycelium

IRM - intraradikalni (vnitrokofenové) mycelium
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1. Uvod

Znaky organismi (anglicky traits) jsou definovany jako méfitelné charakteristiky
morfologického, fyziologického, fenologického, behaviordlniho ¢i kulturniho potencidlu
individua ¢i vyssiho populacniho fadu (Dawson et al., 2021). Mohou byt vyvinuty jako reakce
na prostfedi s omezenymi Zzivotnimi zdroji, nepfiznivymi klimatickymi podminkami ci
problematickymi podminkami k rozmnoZzovani (Aroca et al., 2003). Rostliny jsou mnohotvarné
organismy, jejichz morfologické znaky jsou dobie rozliitelné¢ (Grime & Hunt, 1975).
V disledku toho jsou rostlinné organismy vhodné zasazeny do stavajicich ekologickych

konceptl (Stearns, 1989).

vvvvv

rostlin. To je dano piedevsim jejich uzkou vazbou na hostitelskou rostlinu, na niz jsou obligatné
zavislé a bez navazani symbidzy nemohou dokoncit sviij zivotni cyklus (Smith & Read, 2008).
Je v8ak ziejmé, Ze riizné druhy AM hub maji odliSné znaky (Pearson & Jakobsen, 1993; Hart
& Reader, 2002) a tyto mezidruhové rozdily mohou ovlivnit celd spolecenstva hub a rostlin

(Hart, Reader & Klironomos, 2001).

VétSina ekologickych konceptil zaloZenych na znacich byla vytvofena pro individualni
organismy. Jejich uplatnéni ¢i vytvareni prislusSnych paralel k témto zavedenym konceptim
muze byt obtizné, jedna-li se o organismy definované také znaky asociovanych symbiotickych
partnerli. Znaky jednotlivych druhli pak mohou v symbidze vznikat, zanikat ¢i se jinak
promé&novat na zaklad¢ charakteristik symbiotického vztahu (Zanne ef al., 2020). K velkému
pokroku v mykorhizni ekologii zaloZzené na znacich vedla aplikace Grimeova konceptu
zivotnich strategii C-S-R (competitor - stress tolerator - ruderal) na mykorhizni houby (Grime,
1997; Chagnon et al., 2013). Grimelv koncept Zivotnich strategii, plivodné uréeny pro rostliny,
v této paralele charakterizuje znaky AM hub (napf. rychlost ristu hyf a jejich obrat, schopnost
disperze, fenologie spor ¢i rychlost pfenosu minerdlnich latek do hostitele) a spojuje je
s analogickymi znaky rostlin. AM houby se schopnosti rychlé kolonizace hostitelské rostliny
by mély pfednostné interagovat s rostlinami s kratkym Zivotnim cyklem (Chagnon et al., 2013).
Naproti tomu pro pomalé kolonizatory, tzv. kompetitory, jsou vyhodnymi symbiotickymi
rostlinami druhy s delSim Zivotnim cyklem a s vysokymi pozadavky na fosfor (Lopez-Garcia
et al., 2017). Alternativni vyzkum Bergmann et al. (2020) zamétujici se na hospodateni kofenti
s zivinami ukazuje, Ze znaky pidnich symbiontd a mykorhizni asociace vysvétluji variace

v zivotnich strategiich rostlin, coz koreluje s uzitim C-S-R konceptu. Vzhledem k tizkému



symbiotickému svazku obou symbionti jsou tedy znaky arbuskuldrni mykorhizy uréeny znaky

AM houby (tj. houbové) nebo znaky obou symbiont (tj. symbiotické) (Chaudhary et al., 2022).

Soucasné klimatické podminky jsou typické nejen vykyvy teplot a srazek, ale také
zvysenou depozici mineralnich latek do biosféry. Evolu¢ni adaptace organismil piedstavuje
dlouhodoby proces a piisobeni stresovych faktorti mize vést ke kompeticnimu vylouceni fady
organismu (Kraft, Godoy & Levine, 2015), AM houby nevyjimaje. Je proto diilezité¢ porozumeét
rustovym reakcim AM hub na §kdle kontrolovanych klimatickych podminek. V jaké miie se do
fungovani mykorhizy promitaji mezidruhové rozdily AM hub ziistava nejasné. Hlubsi
pochopeni mezidruhové variability znakiit AM hub a jejich odpovédi na zmény prostiedi by

napomohlo k lepsimu porozuméni fungovani rostlinnych a houbovych spolecenstev.



1.1 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo popsat dynamiku rozvoje mycelia vybranych izolati AM hub a
variabilitu téchto dat v zavislosti na hostitelské rostliné a dostupnosti dusiku v péstebnim

substratu.

Diléi cile:

1. Popsat dynamiku rozvoje AM symbidzy a urcit, do jaké miry je dynamika rozvoje
fenologicky houbovy ¢i symbioticky znak.

2. Porovnat rozvoj AM hub mezi hostitelskymi rostlinami a urcit, do jaké miry je struktura
vnitrokofenového mycelia v aktivni fazi symbidzy morfologicky houbovy ¢i

symbioticky vztah.

3. Porovnat rozvoj riznych izolatih AM hub na gradientu dostupnosti dusiku.

Hypotézy:

1. Dynamika rozvoje AM hub je symbioticky mykorhizni znak uréeny druhem hostitelské

rostliny a morfologickymi znaky AM houby.

2. AM houby se 1i8i ve schopnosti kolonizovat hostitelské rostliny. Rozvoj kolonizace
hyfami a ¢etnost vezikul jsou mezi riznymi druhy hostitelskych rostlin méné variabilni

nez ¢etnost arbuskul.

3. Vnitrokofenové a mimokotfenového mycelium se li§i v odpovédi na dostupnost dusiku
v kultivaénim substratu. Extrémné nizké a extrémné vysoké hladiny dusiku inhibuji

rozvoj obou struktur.



2. Literarni uvod

2.1 Principy fungovani mykorhizy

Mykorhizni symbidza je uzky symbioticky vztah rostlin s ur¢itymi skupinami ptdnich hub,
které kolonizuji kofeny rostlin. Arbuskuldrné mykorhizni (AM) symbidzu tvoii houby
z pododdéleni Glomeromycotina s piiblizné 80 % cévnatych rostlin, zejména bylinami (Smith
& Read, 2008). AM houby jsou na rostliné obligatné zavislé a bez navazani symbidzy
s hostitelskou rostlinou nemohou dokoncit sviij zivotni cyklus (Gryndler et al., 2004). Rostliny
poskytuji houbovym partnerim uhlikaté latky vytvorené v procesu fotosyntézy, a to vymeénou
za usnadnény piijem mineralnich Zivin (zejména dusiku a fosforu) a vody (Ning & Cumming,
2001). Mira prospésnosti tohoto vztahu zavisi na prostiedi a identité¢ obou symbiontt (Kiers et
al.,2011). AM symbidza je zndma také svou klicovou roli v ekosystémech v disledku ochrany
rostlin pied patogeny (Garmendia, Goicoechea & Aguirreolea, 2004; Campos-Soriano, Garcia-
Martinez & Segundo, 2012; Veresoglou & Rillig, 2012; Schouteden et al., 2015), zvySeni
odolnosti rostlin vici tézkym koviim (Joner, Briones & Leyval, 2000; Ouziad et al., 2005;
Gohre & Paszkowski, 2006), toleranci viici suchu (Augg, 2001; Votiskova et al., 2019; Piischel
et al., 2021), ptispévku k agregaci pudy a zlepSeni fyzikalnich podminek ptidniho substratu
(Augé, 2001; Bitterlich, Franken & Graefe, 2018), vlivu na globélni kolobéh uhliku a
komplexnim vliviim na rostliny a ptdni prostedi (Soudzilovskaia et al., 2015; Braghiere et al.,

2021; Hu et al., 2024).

Zivotni cyklus AM hub za¢ina tvorbou houbovych propaguli ve formé klidovych spor
¢i oddélenych vnitrokofenovych ¢i mimokofenovych hyf (Obrazek 1). Jejich riist je omezeny,
zavisly na zasobnich formach uhliku (triacylglyceridy a glykogen). Mobilizace téchto latek
vede k vyvoji coenocytickych trubic¢ek a poskytuje zdroje pro bunéény anabolismus véetné de
novo syntézy chitinové bunécné stény (Shachar-Hill ef al., 1995; Bago et al., 2003; Wipfet al.,
2019). B&hem asymbiotického rlstu potiebné cukry vznikaji z uskladnénych lipidi, dochéazi
k syntéze a degradaci trehaldzy, ale také argininu a dalSich aminokyselin (Bago et al., 2003).
Asymbioticky riist AM houby je udrzovan po dobu jednoho az dvou tydnti, béhem kterych
mohou zarodecné trubicky dosdhnout az nékolika centimetri (Gryndler et al., 2004). Pokud
béhem tohoto omezeného obdobi nedojde k ustanoveni symbidzy, AM houby zastavuji svijj rist
septaci zarode¢nych trubic a jadernou autolyzou, po niZ se propagule znovu dostavaji do
dormantniho stavu, z n€éhoz mohou az nékolikrat opakované vyklicit (Bago, Pfeffer & Shachar-

Hill, 2000). Samotné nac¢asovani zastaveni ristu asymbiotickych hyf pied Gplnym vycerpanim



zéasob uhliku maze byt strategii, jak zvysit Sance na nalezeni vhodného hostitelského kotene ke
kolonizaci. Bago, Pfeffer & Shachar-Hill (2000) také uvadi, ze metabolismus uhliku méa béhem
asymbiotického rlstu rysy na pomezi metabolismu uhliku vnitrokofenovych a
mimokotenovych hyf v symbiotickém stavu. Navazani symbiotického vztahu mezi AM houbou
a rostlinou je zprostiedkovano vzajemnou signalizaci. Pokud AM houba nalezne vhodného
hostitele, vytvafi tercek (apresorium), specializovanou strukturu, ktera ptilne k povrchu kotene

(Obrazek 1). Z té vyrlsta jedno ¢i vice infek¢nich vldken, které pronikaji rhizodermis do

parenchymatickych bunck primarniho kotene rostliny (Bucking & Ambilwade, 2012).
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Obrazek 1. Schéma zivotniho cyklu arbuskuldrné mykorhiznich hub. Klicici spory produkuji Myc-faktory,
které mohou byt rozeznany receptory potencialnich hostitelskych rostlin, coz aktivuje vzdjemnou
signalizaci AM symbiontii. Pokud AM houba nalezne vhodného hostitele, dochazi k diferenciaci bunék
apresoria, struktur umozZnujicich prunik hyfy do bunky rhizodermis. Zde hyfy AM hub proristaji do
parenchymatickych bunék primarni kury korene. V symbiotické fazi vnitrokorenové hyfy (IRM)
proliferuji korenem rostliny, dale se dichotomicky déli a uvniti primarni kiiry korene pak mohou
diferencovat na vezikuly, arbuskuly ¢i spory. Mimokorenové mycelium (ERM) miize v pudé produkovat
nové spory, ¢imz uzavird zivotni cyklus. Prevzato a upraveno z (Bucking & Ambilwade, 2012).



AM houby tvoii béhem 3—4 dne od penetrace kofene uvnitt parenchymatickych bunék
primarni kiry arbuskuly, kefickovité utvary tvofené mnohacetné dichotomicky vétvenymi
hyfami. Cetnost tvorby arbuskul je ovlivnéna zejména dostupnosti fosforu a dal§imi ptidnimi
faktory (naptiklad pH) a jejich zivotnost je relativné kratka (Smith & Read, 2008). Pti pruniku
hyfy do parenchymatickych bun¢k primarni kiiry kofene nedochézi k perforaci cytoplazmatické
membrany hostitelské bunky. Tim vzniké tzv. interfacialni matrix (mezilehly prostor) mezi
veétvemi arbuskuly a periarbuskularni membréanou, vychlipenou cytoplazmatickou membranou
hostitelské¢ buiniky. Mezilehly prostor odpovidajici interfacialni matrix je tedy obklopen
perifungalni membranou houbové buiiky a periarbuskularni membranou hostitelské, rostlinné
bunky (Peterson & Massicotte, 2004). Pro tento prostor je charakteristické kyselé pH, za coz
jsou pravdépodobné zodpovédné rostlinné H'-ATPazy lokalizované na periarbuskularni

membrané (Gryndler, 2004).

Prostfednictvim arbuskul dochdzi mezi obéma partnery k intenzivni vyméné latek,
energie a informaci (Gryndler ef al., 2004). Nékteré druhy AM hub vytvafi také vezikuly,
struktury s vysokou hladinou lipidii a glykogenu, které patrné hraji roli pfi ukladani zivin
(Cooper & Losel, 1978). Mimokotenové mycelium (ERM) pak miize v pide produkovat nové
spory.

V symbiotické fazi pfijimaji AM houby uhlik ve form¢ hexdz. V piipad€ sacharozy se
na pfeméné v Sestiuhlikaté fruktozy podili rostlinné invertazy, zatimco monoacylglycerol (B-
MAG) je Stépen na trojsytny alkohol (glycerol) a karboxylovou kyselinu také pomoci esteraz
houbového pivodu (Wipf et al., 2019). Tyto latky AM houby nésledné vyuZzivaji k primarnimu
metabolismu, glykolyze ¢i uskladnéni ve formé glykogenu nebo tukovych kapének (Obrazek
2). Glykogen tedy v AM symbidze hraje dilezitou roli pii sekvestraci hexdzy pfijaté
z hostitelské rostliny, dlouhodobém skladovani ve sporach, translokaci z vnitrokofenového
mycelia (IRM) do ERM a pufrovani hladin intracelularni hex6zy v prubéhu Zivotniho cyklu

(Bago et al., 2003).
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Obrazek 2. Prenos uhliku ve formé cukrii a lipidi na biotrofickém rozhrani mezi houbovou a rostlinnou
bunkou v arbuskularni mykorhize. Mezilehly prostor odpovida interfacialni matrix a je obklopen
perifungalni membrdanou houbové bunky a periarbuskularni membranou hostitelské, rostlinné buriky.
Prevzato a upraveno z (Wipfet al., 2019).

Takto pfijaty fotosynteticky fixovany uhlik AM houby pfemistuji z kofenti rostlin do
IRM i ERM a vyuzivaji jej na vystavbu novych struktur (Bago et al., 2003). Pro rist AM houby
je proto nutny staly kontakt s hostitelskou rostlinou. MnoZzstvi pteneseného uhliku z rostliny do
AM houby miiZze stimulovat vys§i pfenos mineralnich latek v opacném sméru (Biicking &
Shachar-Hill, 2005). V symbiotické fazi ERM vyrazné zvétSuje absorpcni povrch kotent
(Smith & Read, 2008), naptiklad v tropické lesni pid¢ s vysokym obsahem organické hmoty
ERM znasobilo délku hostitelskych kotenti az tfinactkrat, coz primérné odpovida délce hyf 3,1
m/cm?® (Camenzind & Rillig, 2013) v zavislosti na teploté, pH a dostupnosti mineralnich prvki
a vody (Van Aarle, Olsson & Soderstrom, 2002; Heinemeyer et al., 2006; Zheng et al., 2015).
Symbiotické mycelium prirdsta rychlosti pfiblizné 3—5 mm za den v zavislosti na konkrétnim
izolatu a podminkach prostiedi (Giovannetti, 2008). Pii kontaktu s odumielym kofenem
rostliny je ERM aktivni az dalSich pét mésict dle konkrétniho izolatu AM houby a hostitelské
rostliny (Pepe, Giovannetti & Sbrana, 2018).

V ptirodnich ekosystémech je bézné, Ze je tatdz rostlina kolonizovéna vétSim poctem
druhtt AM hub. Sejny princip plati i opacné — jednotlivé taxony AM hub vstupuji do symbidzy
s ruznymi druhy rostlin. Mlze tak dochazet ke vzniku spletité hyfové sité, tzv. ,,common

mycelial networks® (CMNs), tj. sdilené mycelidlni sit€ (Allen, 1987; Lekberg et al., 2007).



Skrze podzemni hyfovou sit” dochdzi k vzajemné vyméné latek mezi rostlinami a houbami
(Giovannetti et al., 2004). Ug¢innost CMNs je ovlivnéna fadou faktortl, naptiklad dostupnosti
zivin, disturbanci prostfedi nebo fyziologickymi znaky obou symbiontt (Kiers et al., 2011).
Systém zpétnovazebnych smycek, at’ uz pozitivnich ¢i negativnich, mize ve svém dusledku
ovlivnit kompetici mezi druhy a celkové slozeni rostlinného i houbového spolecenstva (Hart,
Reader & Klironomos, 2001; Jansa, Smith & Smith, 2008). Druhy AM hub citlivé na stresy
pritomné v urcitém prostiedi budou dané stanovisté osidlovat omezen¢ ¢i viilbec (Maherali &
Klironomos, 2007). Variabilita v t€chto znacich a reakcich na kontext prostfedi mize formovat

cela spolecCenstva rostlin i hub (Hart, Reader & Klironomos, 2001).

2.2 Znaky mykorhiznich asociaci

Tradi¢ni taxonomie arbuskularn¢ mykorhiznich hub byla zaloZzena pfedevSim na
morfologickych a cytochemickych znacich spor (Gryndler et al., 2004). Rada genotypii AM
hub nesporuluje, coz znaéné omezuje jejich ureni do druhu. Molekularné genetické metody
v fad¢ studii odhaluji ,,skrytou diverzitu“ AM hub (Helgason et al., 2007; Hawksworth &
Liicking, 2017; Zanne et al, 2020). Vyuziti molekuldrni identifikace hub ukazuje, ze
rozmanitost téchto organisml je vyrazné vétsi, nez se dosud predpokléddalo. Vzhledem
k metodologickym omezenim vSak nejsou popsany jako samostatné druhy, prestoze rozdilnosti
v sekvencich DNA tomu nasvédéuji (Opik et al., 2009). Studium funkénich znakd je kli¢em
k zodpovézeni dilezZitych ekologickych otazek, nebot’ umoZiiuje zkoumat, jak prostredi pfimo
ovliviiyje ¢i je samo ovlivnéno rliznymi organismy na zaklad€ jejich znaki. Tento pfistup je
dilezity zejména v pfipad¢ taxonomickych skupin, u nichz je druhova identita téZko

rozpoznatelna (Kraft, Godoy & Levine, 2015).

Terminologie znakli AM hub je dosud neustilend. Rozdily jsou dany jednak rtiznymi
morfologickymi métitky a aproximaci funk&nich méteni, na rostlinu orientovanou perspektivou

a nesnadnou pozorovatelnosti (Chaudhary et al., 2022).

Mykorhizni znaky lze rozliSit do tfi kategorii — morfologické, fyziologické a
fenologické. Mnoho znakl dtlezitych pro ekologické funkce ekosystému neni v ptipade
arbuskularné¢ mykorhiznich hub relevantnich (napt. exprese specifickych enzymit) nebo neni
mozn¢é je realisticky stanovit (Aguilar-Trigueros et al., 2019). Prace autort Chaudhary et al.
(2022) poskytuje koncepcni pohled na funkéni znaky mykorhiznich hub. Kazdé hledisko je
zkoumano z pohledu AM hub, symbiotické rostliny a mykorhizni asociace. ProtoZe znaky

organismu se vzdy vztahuji k individuu, autofi se domnivaji, Ze spravny popis mykorhizni



symbidzy musi zahrnovat atributy vSech vySe zminénych hledisek (Obrazek 3) (Chaudhary et
al., 2022).

Cetnost vymeny zgrg;;
\, "'_ =

Jods jsoMiie/

Obrazek 3. Schematické zobrazeni mykorhiznich znaki houbovych, rostlinnych a symbiotickych
s grafickym zndzornénim morfologickych, fyziologickych a fenologickych prikladii znakii. Prevzato a
upraveno z Chaudhary et al. (2022).

Rostlinné mykorhizni znaky jsou vtomto smyslu chdpany jako morfologické,
fyziologické ¢i fenologické znaky rostlinného symbionta. Ptikladem téchto znakidl miZe byt
morfologie kofene, nebot’ poskytuje mikrohabitat pfitomnym pidnim symbiontim, déle
fotosyntetickd dréha ¢i doba kveteni. Houbové mykorhizni znaky jsou morfologické,
fyziologické ¢i fenologické znaky houbového symbionta. V tomto kontextu je schéma

(Obrazek 3) pouzitelné pro vSechny mykorhizni typy. Mezi tyto charakteristiky mize patfit



napiiklad morfologie spor, produkce extracelularnich enzymu ovliviiujicich ptidni prostiedi ¢i
sporulace a disperze spor. Symbiotické mykorhizni znaky morfologického, fyziologického a
fenologického charakteru jsou zavislé na obou symbiotickych partnerech. Mezi takové patii
naptiklad mira a frekvence vymeény zdroji — uhlik ze strany rostliny, mineralni latky ze strany
mykorhizni houby (Kiers et al., 2011). Cetnost tvorby vnitrokofenovych koloniza¢nich struktur
1ze povazovat za charakteristiku AM hub (vystavba IRM), ale také za symbioticky mykorhizni
znak, nebot’ napiiklad cetnost tvorby arbuskul je vyznamné ovlivnéna rostlinou (Kubota,

McGonigle & Hyakumachi, 2005).

Aby bylo mozné propojit znalosti o mykorhiznich houbach s odpovédi rostlin na
mykorhizu s konkrétnimi druhy AM hub, je nutné vénovat pozornost takovym rostlinnym a
houbovym znakiim, které maji pro mykorhizni symbidzu funkéni disledky (Aguilar-Trigueros
et al., 2019). Pochopeni téchto souvislosti ptispéje k porozumeéni mechanismti shromazd’ovani

spolecenstev a predikci ekologickych nik.

O dulezitych rostlinnych, houbovych a symbiotickych znacich bude pojednéno

v nasledujicich kapitolach dle jejich morfologického, fyziologického a fenologického zarazeni.

2.2.1 Morfologické znaky

Empirické znalosti o morfologickych znacich AM hub jsou mnohdy omezené. Ackoliv ndm
mohou monoxenické kultury poskytnout cenné informace o morfologickych znacich ERM
(Bago, Azcon-Aguilar & Piche, 1998; Declerck et al., 2001), je nutné mit na paméti, ze
mycelium muze v téchto kulturdch nabyvat jinych znakti nez v padé (Silvani et al., 2014;
Kokkoris & Hart, 2019). Morfologické znaky ERM lze z plidnich vzorki analyzovat obtizné a
kultivace monoxenickych kultur s kofeny rostlin na agarovém médiu je mozna pouze u né€kolika

druhil (Cranenbrouck ef al., 2005).

Rada morfologickych znakd, jako je velikost a disperze spor ¢ propagace hyfovych
vlaken, je na Urovni Celedi ¢aste¢né fylogeneticky konzervovana (Aguilar-Trigueros ef al.,
2019). V ramci pododdéleni Glomeromycotina rozliSujeme Ctyti velké fady zahrnujici ¢elede
AM hub tvoticich mykorhizni symbidzu s kofeny rostlin — Archaesporales, Diversisporales,

Paraglomerales a Glomerales (Spatafora et al., 2016) (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Taxonomicka klasifikace celedi pododdéleni Glomeromycotina, které tvori mykorhizni
symbiozu s koreny rostlin. Prevzato a upraveno ze Spatafora et al. (2016).

AM houby celedi Archaeosporaceae ¢i Paraglomeraceae vytvaii spory spiSe malé,
snadno prendSené vzduchem. Vzhledem krané divergenci celedi Archaeosporaceae a
Paraglomeraceae je pravdépodobné, Ze plasticita velikosti spor mezi druhy AM hub se v evoluci
vyvinula az pozdéji. Mezi velikosti spor a jejich produkci navic existuje negativni korelace,
kterad naznacuje, Ze druhy s malymi sporami produkuji vice spor nez druhy s velkymi sporami
(Aguilar-Trigueros et al., 2019). To vyznamné ovliviiuje jejich zpisob Sifeni. Prestoze jsou
spory AM hub ptenéaseny prevazné zoochorii (Allen, 1987; VaSutova ef al., 2019), téméf tietina
dosud popsanych druhit mize byt potencidlné anemochorni (Chaudhary et al., 2020). DalSimi
morfologickymi znaky, které mohou ovlivnit disperzi hub ve vzduchu, je barva, tlouStka stény
¢1 vngj$i ornamentace (Roper ef al., 2008). Melanizace spor mlize navic zvySovat toleranci AM

hub k vysokym teplotam ¢i UV zéateni (Deveautour ef al., 2020).

ERM AM hub rozsifuje absorpéni plochu rostlinnych koteni a umoziuje rostling
vyuzivat zdroje mimo dosah kotfenového systému (Smith et al., 2011). Jansa, Mozafar &
Frossard (2005) ukézali, ze rozsah ERM AM houby z velké miry urcuje rychlost pfenosu
minerdlnich latek do hostitele. Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi pteneseného uhliku z hostitelské
rostliny do symbiotické AM houby mtize stimulovat vyssi pienos latek v opacném smeéru,
mobhla by byt pravé architektura ERM kli¢ovym znakem v ustanoveni dynamiky AM symbiozy.
Mezi druhy AM hub jsou v investicich do vystavby ERM zna¢né rozdily. Zatimco druhy celedi
Acaulosporaceae disponuji malym a pomalu rostoucim ERM, mycelium druht celedi
Gigasporaceae a Glomeraceae je rozsahl¢ (Davison et al., 2021). S morfologii ERM miize

souviset rovnez zpusob Sifeni ptisluSnych taxonii. Fragmenty ERM druhti z ¢eledi Glomeraceae
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2013). Zastupci celedi Gigasporaceae se naopak §ifi jen prostiednictvim intaktni sit¢ mycelia
napojené na hostitelskou rostlinu, pfevazné vSak prostrednictvim spor (Klironomos & Hart,
2002). Husta sit ERM miize také hrat roli fyzické bariéry, a branit tak naptiklad pfijmu tézkych
kovi z ptdniho prostfedi (Joner, Briones & Leyval, 2000).

Podoba IRM je obvykle povazovana za morfologicky znak hub. Je v§ak nutné mit na
paméti, Ze Cetnost vnitrokofenovych struktur a jejich vystavba zavisi na obou symbiotickych
partnerech, a lze je tedy pokladat za symbiotické mykorhizni znaky. Druhy Celedi Glomeraceae
a Claroideoglomeraceae jsou zndmé rozsahlym IRM srovnymi hyfami propojenymi
anastomozami (De La Providencia et al., 2005). Vétveni IRM je naopak typické pro druhy
Seledi Gigasporaceae a Acaulosporaceae (de Souza et al., 2005). Cetnost a typ arbuskul se lisi
v zévislosti na druhu AM houby, genotypu rostliny a dale pak na dostupnosti fosforu (Smith &
Read, 2008). Existuji dva morfologické typy kolonizace AM houbami — Arum a Paris (Gallaud,
1905). Typ Arum se hyfami v buiikdch hostitele Sifi spiSe apoplasticky (mezibunécnymi
prostory) a obsahuje typické arbuskuly, zatimco typ Paris se vyznacuje symplastickym Sitenim
buiikami kotenové kiiry (Gryndler et al., 2004), kde tvoii hyfové smycky (hyphal coils), které
maji pravdépodobné funkci arbuskul (Obrazek 5).

A

B

Obrazek 5. Schematické znazornéni morfologickych typu kolonizace AM houbami — typ Paris (4) a typ
Arum (B). Prevzato a upraveno z Gryndler et al. (2004).

Vysledny morfotyp a rist AM houby v bunikéch hostitele je dan nejen identitou AM houby, ale
pfedevSim druhem rostliny (Kubota, McGonigle & Hyakumachi, 2005). Naptiklad
Rhizophagus irregularis tvotil v rostlin€é Medicago truncatula morfotyp Arum, zatimco

v rostliné Brachypodium distachyon pouze typ Paris (Hong et al., 2012). Nékteré rostliny
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mohou mit v kofenech oba morfotypy kolonizac¢nich struktur v zavislosti na konkrétnim druhu
AM houby (Cavagnaro et al., 2001; Tominaga et al., 2022). Oba morfotypy se bézn¢ vyskytuji
v ekosystémech, avsak typ Arum je Castéjsi v ruderalnich biotopech. Typ Paris je typicky spise

pro nenaruSena stanovisté (Smith & Read, 2008).

Morfologické znaky rostlin souvisejici s rozvojem AM symbidzy jsou dany zejména
charakteristikami kofenového systému rostliny, jako je naptiklad architektura kotene, jeho
primér, hustota kofenového vlaSeni ¢i pomér kotene k prytu a s nim souvisejici alokace zdroja
(Mabherali, 2014). Rostliny se silnym, malo vétvenym kofenovym systémem maji vétsi potiebu
rozSifeni zdény, zniz mohou cerpat zdroje (Sikes, 2010). AM houby o rozdilnych
morfologickych charakteristikach (naptiklad rozsah ERM) mohou riizné ovlivnit rostlinné
funkce v zavislosti na znacich dané rostliny. Pfikladem je ochrana pfed kofenovymi patogeny,
jejiz mira je zavisla na druhu AM houby a jejich morfologickych znacich (Caccia ef al., 2024),
stejn€ jako na kofenovych parametrech dané rostliny (Vos ef al., 2012). Podle prace Sikes (2010)
druhy celedi Glomeraceae omezovaly patogenni kolonizaci kotenti u v§ech rostlin, zatimco AM
houby z ¢eledé Gigasporaceae prospivaly zejména rostlinam s jednoduchymi koteny. Je ziejmé,
ze morfologie kotfene rostlin spolu se zpisobem riistu AM hub miize uréit, jak velky vyznam

budou mit ur¢ité mykorhizni funkce.

Rozvoj AM symbidzy ovliviiuje také forma rlstu rostliny. Rostlinnd odpovéd’ na
mykorhizu je mimo jiné dana také morfologii a typem stonku (Yang et al., 2016). Studie ukazuji,
ze dilezitym morfologickym znakem rostlin, ktery koreluje s vyvojem AM struktur, je rovnéz
velikost semen. Podle vyzkumu Jin ef al. (2009) primér semen rostlin z ¢eledé Fabaceae
negativné koreluje s frekvenci kolonizace kofent AM houbami, tj. rostliny s mensimi semeny

obsahuji v kotfenech vyssi podil koloniza¢nich jednotek AM hub nez rostliny s vétSimi semeny.

2.2.2 Fyziologické znaky

Fyziologické znaky AM hub mohou byt reprezentovany rozdilnou naro¢nosti hub na
uhlik a mineralni Ziviny, rozdilnou pfeménou sacharidii a obratem hyf, schopnosti tvofit
sekundarni metabolity (naptiklad melanin) ¢i specifickou signalizaci. Je pravdépodobné, ze AM
houby jsou schopny svou fyziologii ¢astecné reagovat na podminky prostfedi. O rozmanitosti

téchto reakci vSak neni pfili§ znamo.

Je potfeba mit na paméti, ze fyziologické procesy obou symbiontd jsou vyrazné
ovliviiovany prostfedim. Napftiklad obsah melaninu ve strukturach AM hub je povazovan za

funk¢ni znak ve vztahu k abiotickému stresu. Deveautour et al. (2020) naznacuji, Ze v aridnich
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podminkach jsou selektovany druhy AM hub s vy$$imi hladinami melaninu, ktery zpisobuje
tmavsi zbarveni houbovych struktur. Zda se, Ze pravé investice a fyziologie souvisejici
s tmavsim zbarvenim struktur AM hub by mohla byt spojena s vyssi odolnosti viici suchu. Na
druhou stranu, v ptipad¢ stopkovytrusnych hub (oddéleni Basidiomycota) byla pozorovana
rychlejsi klicivost druhti se svétlej§imi sporami (Halbwachs & Béssler, 2015). V prostiedi
s nepfedvidatelnymi a vysoce proménlivymi deStovymi srazkami by se potencidlné¢ mohlo

jednat o dalsi uspésnou zivotni strategii AM hub (Deveautour et al., 2020).

Parvin et al. (2020) ukazali odlisny vliv AM hub na hostitelskou rostlinu rovnéz
v prostiedi se zvySenou koncentraci soli. Cukry plisobi jako osmotické regulatory a signalni
molekuly pfi aktivaci obrannych mechanismi proti stresu zasolenim. OSetfeni rostlin kyselinou
salicylovou vede k signifikantnimu navySeni kolonizace kotentt AM houbami (Garg & Bharti,
2018), coz je patrné zpusobeno ucinn€jsim udrZzovanim iontové rovnovahy a modulaci
metabolismu sacharidd (Quiroga et al., 2018). Zda se, ze AM houby na zvySenou koncentraci
soli reaguji intenzivnéjsi produkci glomalinu — glykoproteinu, ktery diky svému lepivému
charakteru napomaha k stabilizaci pidni struktury a omezuje tak ztraty vody a zivin z piidni
hmoty (Hestrin et al., 2019). Prace Dastogeer et al. (2020) poukazuje na mezidruhové rozdily
AM hub v ucincich na hostitelskou rostlinu, coz indikuje rozdilné fyziologické procesy
v riznych taxonech AM hub. Zmény téchto metabolith napii¢ druhy AM hub vSak dosud nejsou
zndmy. Vysledky studie Parvin et al. (2020) naznacuji, ze rizné druhy AM hub maji vici
zvysené koncentraci soli odliSnou odolnost. Specifické druhy AM hub by tak mohly podporovat
toleranci rostlin k ptidni salinit¢ a zvySovat jejich produktivitu zvySenim tc¢innosti fotosyntézy
a omezenim piijmu a transportu sodnych iontii z kotene do prytu. Pro pochopeni mechanismi
tolerance symbiotickych interakci je potieba identifikace fyziologickych znaki AM hub

spojenych s odolnosti viici salinité.

Riizné druhy AM hub mohou odlisné interagovat s fyziologickymi procesy v rostliné.
Prace Boussageo et al. (2022) poukazuje na rozdily ve fyziologickych drahéach vyzivy rostliny
v ptipadé¢ dvou druht AM hub Rhizophagus irregularis a Funneliformis mosseae, a to
v zavislosti na dostupnosti dusiku a fosforu v ptid€. Autofi tvrdi, Ze F. mosseae byl v porovnani
s R. irregularis efektivnéjsi v dodavkach fosforu, ale zdroven vykazoval mens$i efektivitu
v dodavkach dusiku. Tyto rozdily mohou byt dany mykorhiznimi znaky v morfologii AM hub
(jako je podil IRM a ERM ¢i jeho hustota). Je pravdépodobné, ze svou roli hraji také odlisné
pozadavky jednotlivych druhtt AM hub na konkrétni ziviny. Lze se domnivat, ze rizné druhy

AM hub mohou v podminkach s omezenymi zdroji uvolfiovat Ziviny z IRM zapojenim
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odlisnych transportéri (Boussageo et al., 2022) ¢i v riizné mife ukladat Ziviny v houbovych
vakuolach (Ezawa & Saito, 2018). Tyto parametry by mohly predstavovat fyziologické rysy,
které¢ AM houby funkéné odlisuji.

Vysoké naroky AM hub na dusik jsou dané vysokou koncentraci dusiku v hyfach, ktera
muze u nékterych taxonu presahovat 5 % (Hodge & Fitter, 2010). Odlisné pozadavky na
dostupnost dusiku mezi druhy AM hub mohou hrat klicovou roli jiz pfed zapoCetim symbiotické
faze, pti rastu klicnich hyf. To mize do zna¢né miry omezovat vyskyt konkrétnich taxont
v urcitych environmentalnich podminkach (Treseder & Allen, 2002). Schopnost pfetrvavat
v prostiedi s vysokou depozici dusiku vykazuji izolaty rodu Glomus, zatimco druhy celedi
Gigasporaceae disponuji spiSe malou toleranci k vysoké koncentraci dusiku (Treseder ef al.,
2018). Diivodem miuize byt selhani sporulace druhti investujicich do velkych a energeticky
narocnych spor (Egerton-Warburton & Allen, 2000). Tolerance nékterych taxonu k vysoké
koncentraci pidniho dusiku by navic mohla znamenat niz§i schopnost poskytovat fosfor
hostitelskym rostlinam (Treseder ef al., 2018). To by ptedstavovalo negativni dasledky pro
schopnost rostlin ziskévat fosfor mykorhizni cestou a k omezeni €isté primarni produktivity
ekosystému. Zheng et al. (2014) naopak tvrdi, Ze AM houby jsou ovlivnény zvySenou depozici
dusiku predev§im kvili zménénym charakteristikim pudy a c¢astené modifikovanym
spolecenstvem rostlin, méné pak pfimymi ucinky pfidaného dusiku. Podle prace Mueller &
Bohannan (2015) mtze zvysena koncentrace dusiku vést ke zménam v druhovych interakcich,
ale nedochdzi k vyznamnym zménam ve spoleCenstvech AM hub. Je mozné, ze vliv
koncentrace dusiku zalezi také na sraZkach (Chen Y.L. et al., 2017), na vegetacni dob& (Zheng
et al., 2014) a konkurenci o uhlik s dal§imi mikrobidlnimi symbionty (Piischel et al., 2017).
Rozdilnosti ve fyziologickych parametrech AM hub a mineralni poZadavky jednotlivych druht

mohou hrat klicovou roli v celkové bilanci mineralnich zdroju.

AM houby jsou obligatni biotrofové a bez uhliku hostitelské rostliny nemohou dokon¢it
svij zivotni cyklus (Smith & Read, 2008). Uhlik je proto hlavnim limitujicim faktorem
omezujicim rast AM hub (Gryndler et al., 2004). Naroky na ziviny obou symbiontli a jejich
vzajemna kooperace mohou vyrazné ovlivnit miru kolonizace hostitelské rostliny AM houbou
(Kiers et al., 2011). Zda se, ze razné druhy AM hub maji odlisné strategie ziskavani uhliku.
Zatimco Rhizophagus irregularis byl popsan jako druh s vysokymi naroky na uhlikaté latky,
Claroideoglomus claroideum ma pozadavky na uhlik mensi (Jansa, Mozafar & Frossard, 2005;
Lendenmann et al., 2011). To se promita také do jejich nakladt na fosfor poskytnuty hostitelské

rostliné — R. irregularis dodava hostiteli vét§si mnozstvi pidniho fosforu nez C. claroideum
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(Thonar et al., 2011). Zajimavy paradox byl pozorovan u druhu Gigaspora margarita, ktery
kladl vysoké pozadavky na uhlik, avSak poskytoval signifikantn¢ mensi mnozstvi fosforu nez
C. claroideum (Lendenmann et al., 2011). Tyto rozdilnosti mohou byt spojeny s fyziologickymi
znaky AM hub jako je vyvoj mycelia, t¢innost absorpce fosforu ERM a translokace fosforu do
kotenii rostlin (Jansa, Mozafar & Frossard, 2005). Ackoli zadna z uvedenych publikaci
neprokazala vliv na rastovou odpovéd’ rostliny, dostupné informace poukazuji na Sirokou

funkéni diverzitu mezi AM houbami.

Obsah pidnich mineralnich latek uzce souvisi s hodnotou pH. Lze piedpokladat, ze AM
houby mohou mit odliSnou toleranci k nizkému pH ptudy (Van Aarle, Olsson & Sdderstrom,
2002). Podle prace Davison et al. (2021) maji zastupci celedi Gigasporaceae a
Archaeosporaceae optimalni pH posunuté do kyselejsi oblasti. To podporuje také prace (Feng
et al., 2023), kterd ukazuje pozitivni reakci rodu Gigaspora na snizujicim se gradientu pH,
zejména pak ve tvorbé arbuskul. Naproti tomu druh R. irregularis v kyselém pH spolu se
snizenou akumulaci fosfolipidovych mastnych kyselin tvorbu arbuskul vyrazné inhiboval.
Prace Oehl ef al. (2017) ptedstavuje rozdilnd ristova optima jednotlivych druht AM hub
pozorovanych na pastvinach a na zeméd¢lskych padach v zavislosti na pH. Zda se, ze druh F
mosseae se prirozené vyskytuje v pidach s vy$simi hodnotami pH, zatimco druh Acaulospora
paulinae se ptirozené v ptidach s pH vysS$im nez 7 nevyskytuje viibec. Prace autor Joner &
Johansen (2000) ukazuje, Ze optimalni pH druhd R. irregularis a C. claroideum z hlediska
aktivity alkalické fosfatazy, enzymu napomahajicimu transportu anorganickych fosfati ptes
bunéénou sténu, je 5,2-5,6. Nejveétsi druhové bohatosti AM houby dosahuji pii pH mezi 5,3 a
6,4, pficemz s hodnotou pH pozitivné koreluje predevSim hustota spor (Oehl et al., 2017). Je
otazka, do jaké miry jsou tyto vysledky dany pfimymi znaky organismi a jakou roli hraje
mezidruhova kompetice. Jednim z fyziologickych znaki, ktery by mohl byt za kompeticni
arbuskul v prostfedi s nizkym pH (Feng et al., 2020). Pro hlubsi pochopeni této problematiky
by bylo zapotiebi vyzkumu zkoumajiciho riistovou reakci jednotlivych druhit AM hub na

gradientu pH.

Lze se domnivat, Ze extraradikalni hyfy AM hub pfimo reaguji na teplotni odezvy okoli
(Barrett, Campbell & Hodge, 2014). Podle prace Bunn, Lekberg & Zabinski (2009) se troven
kolonizace a celkova délka mimokotfenovych hyf's teplotou zvySuje. Dosud vSak nejsou znama

teplotni optima jednotlivych druhtt AM hub.
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Vliv AM hub na riist a ochranu rostlin pfi puisobeni abiotickych a biotickych stresori
lze zaradit mezi symbiotické fyziologické znaky, nebot’ se na ném podileji oba symbionti.
Rostliny jsou proti stresu riizné¢ odolné, zatimco AM houby napomahaji s aktivaci mechanismut
obrany proti byloZravciim jak konstitutivnim, tak indukovatelnym zptisobem, coz rovnéz vede
ke snizenému poskozeni hmyzem (Selvaraj & Thangavel, 2021). Jednotlivé druhy AM hub se
v ucincich na symbiotické rostliny pod vlivem stresu li§i (Veresoglou & Rillig, 2012). Je
pravdépodobné, ze rozdilny vliv druht AM hub na ochranu rostlin je dany rozdilnostmi v jejich

metabolismu a ndro¢nosti na ziviny (Campos-Soriano, Garcia-Martinez & Segundo, 2012).

Mezi rostlinné fyziologické znaky patii zejména fotosyntetickd dréha, jejimz
prostfednictvim rostliny ziskavaji uhlik. Ukazuje se, Ze C3 a C4 rostliny se 1i8i v citlivosti na
mykorhizu, stejné tak jako rostliny se schopnosti fixovat dusik. Dusik fixujici lu¢ni byliny, C4
traviny a dusik nefixujici dfeviny na mykorhizu reaguji nejlépe (Yang et al., 2016). Jiny thel
pohledu piinasi prace Rezacova et al. (2018), kterd zkouma G¢inek CMNs na C3 a C4 rostliny
v rozdilnych teplotach a pfichézi se zjisténim, Ze C3 rostliny dodavaji do CMNs uhlikaté latky
v konstantni mife, a to navzdory omezenému ristu ve zvySenych teplotach, a tim i snizenému
mnozstvi vnitrokofenovych struktur AM hub. Jaké houbové a symbiotické fyziologické

mechanismy jsou v téchto ptipadech zapojeny, ztistava nezodpovézeno.

Jednotlivé skupiny znakli jsou propojené a je obtizné stanovit, zda jsou nekteré
symbiotické projevy zpisobeny morfologickymi ¢i fyziologickymi znaky AM hub. Pro hlubsi
porozuméni témto problematikdm je potfeba dalSiho vyzkumu zaméteného na konkrétni
fyziologické znaky AM hub a jejich proménlivost v odliném prostfedi v symbidze s riznymi

druhy hostitelskych rostlin.

2.2.3 Fenologické znaky

Fenologické znaky souvisejici s AM houbami a rostlinami jsou nejméné prozkoumanym
spektrem parametrt dilezitym pro symbioticky vztah obou partnerii (Chaudhary et al., 2022).
Zivotni cyklus AM hub se miize li§it v mnoha ohledech, at’ uZ jde o rychlost ristu hyf, jejich
obrat ¢i rychlost a délku sporulace (Sykorova et al., 2007; Oehl et al., 2009). Tyto znaky mohou
do zna¢né miry definovat zivotni strategie AM hub. Vyzkumy zabyvajici se dynamikou rozvoje
hub, ¢asovymi posuny koloniza¢nich struktur a jejich dlouhovékosti jsou slozité a Casové

narocné.

Aktivita struktur IRM klesa s délkou symbiozy a lisi se v zavislosti na konkrétnim druhu

AM houby (Boddington & Dodd, 1998). To je spojovano s niz$i hustotou mitochondrii, jejichz
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cetnost je obvykle vyssi v mladych rostoucich mimokotfenovych hyfach (Besserer et al., 2006).
Nejsou vsak k dispozici zadné informace o hustoté nebo distribuci mitochondrii ve
vnitrokofenovych houbovych strukturach jako jsou intraradikdlni hyfy, arbuskuly ¢i vezikuly
(Krak et al., 2012). Pti sledovani aktivity IRM jsou proto vyzkumy obvykle svazané s aktivnim
barvenim alkalickou fosfatdzou (APL) (Boddington & Dodd, 1998; Kjeller & Rosendahl, 2000;
Hu et al., 2015) ¢i sukcinatdehydrogenazou (SDH) (Tawaraya et al., 1994; Abdel-Fattah, 2001;
Kobae et al., 2017). S vyuzitim qPCR autofi Votiskova et al. (2019) zjistili, ze druhy AM hub
se ve vitalit¢ mycelia 1isi, pfiCemz nejvyssi schopnost vytrvat v systému ve vysoké abundanci
vykazuje druh R. irregularis. To je rovnéz podpoteno predeslymi studiemi, které zatazuji tento
druh jako vysoce infekéni a odolny vici disturbancim prostfedi (Chagnon, Bradley &
Klironomos, 2015; Zubek et al., 2015; Majewska, Rola & Zubek, 2017; Piischel ef al., 2019).
Bylo také ukazéano, ze vitalita vnitrokofenovych struktur druhti R. irregularis a C. claroideum
v ¢ase rychle klesa (Thonar, 2009; Janouskova et al., 2013; Votiskova et al., 2017). Zda se, ze
rychle rostouci a malo zivotaschopné mycelium téchto druhti je rychle nahrazovano novymi
strukturami, zatimco pomalu rostouci druhy disponuji myceliem o delsi Zivotnosti (Vofiskova

etal.,2017).

Bylo rovnéz prokazano, ze AM houby se lisi ve sporula¢ni dynamice (Pringle & Bever,
2002), coz ztejmé souvisi 1 s disperzi AM hub ve vzduchu (Aguilar-Trigueros et al., 2019;
Chaudhary et al., 2020). Casové posuny ve sporulaci AM hub jsou spojeny s fenologii
rostlinnych hostitelti a dal§imi proménnymi prostredi, jako je ptida a stanovisté, teplota a srazky
(Liu et al., 2009). V tomto smyslu je Casto uvazovana zavislost sporulace spor na sezong,
pfi¢emZ sezonni sporulacni vzorce se u rtiznych druht lisi. Pfikladem miZe byt rozdilna
sporulacni dynamika zastupct rodu Acaulospora a Gigaspora. Zatimco Acaulospora sporuluje
Castéji v teplém obdobi, Gigaspora preferuje chladnéjsi teploty (Pringle & Bever, 2002). To
napovida, ze pro efektivni sporulact AM hub rodu Gigaspora je potieba chladové dormance,
kterou jiné druhy nevyZaduji (Juge et al., 2002). V ramci rodu Rhizophagus byla pozorovana
vysokd vnitrodruhova rozmanitost Citajici od zadné pfes osmdesat generaci spor béhem péti
tydnii (Kokkoris & Hart, 2019). Rozdilna dynamika sporulace spolu s kontrastni sezénni reakci

AM druhli miize usnadnit udrzeni rozmanitého spolecenstva AM hub.

Zivotni strategie rostlin a jejich forma riistu jsou hlavni fenologické znaky, které
spoluurcuji vyvoj AM symbiozy (Lopez-Garcia, Azcon-Aguilar & Barea, 2014). Prace Primieri
et al. (2022) ukazuje, Ze fenologie rostlin mize hrat roli pfi ustanoveni dynamiky AM symbiozy

zejména v piipadé synergického vztahu s dal§imi organismy. Vytrvalé rostliny v symbioze
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s AM houbami a gramnegativnimi bakteriemi rodu Rhizobium vykazovaly vEtsi nartist biomasy
nez rostliny jednoleté. Inokulace rostlin AM houbami mize zvysSit abundanci kotfenovych
hlizek, ale podle dosavadnich vyzkumii neni kolonizace AM hub piitomnosti téchto bakterii
zvysena (Larimer, Clay & Bever, 2014; Primieri ef al., 2022). Investice a na¢asovani kveteni
rostliny je navic podminéno biotickymi i abiotickymi faktory. Podle Liu ef al. (2018) doba
prvniho kveteni rostlin pfi nizké hladin¢ fosforu negativné koreluje s kolonizaci koteni AM
houbou. Uéinky AM hub na fenologii kveteni hostitelské rostliny a alokaci biomasy se
vyznamné lisi v zavislosti na druhu AM houby (Liu et al., 2018; Bennett & Meek, 2020). Je

zfejmé, ze zivotni strategie rostlin do zna¢né miry ovliviiuji kolonizaci rostlin AM houbou.

Struktury AM hub se méni v zavislosti na ontogenetickém stadiu rostliny, rocni dobg,
pudnim prosttedi a abiotickych faktorech (Lekberg ef al., 2007; Lopez-Garcia, Azcon-Aguilar
& Barea, 2014). Funkéni rozmanitost spolecenstev je Uizce spojena s morfologickymi a
fyziologickymi znaky rostlin i AM hub (Lopez-Garcia et al., 2017) a pro hlubsi porozuméni

této problematice je potteba dalSich dlouhodobych experimenta.

2.2.4 Vliv znaki arbuskuliarné mykorhiznich hub na jejich vyskyt v prostiedi

Rada studif uvadi inhibici rozvoje AM symbiozy pii vysokych hladinach ptidniho fosforu (Colla
et al.,2008; Liu et al., 2018) a dusiku (Antoninka, Reich & Johnson, 2011; Chen et al., 2020),
nizkych teplotach (Heinemeyer & Fitter, 2004) a extrémnich hodnotach pH (Van Aarle, Olsson
& Soderstrom, 2002; Feng et al., 2020). Jednotlivé druhy AM hub se lisi v toleranci
nepiiznivych podminek, biotickych i abiotickych. Ekologie zaloZend na znacich organisml
umoznuje propojeni gradientd prostiedi s distribuci druhti prostfednictvim funk¢énich znakt
(McGill et al., 2006). Taxonomické zaméteni na druhovou identitu organismu s sebou nese fadu
problémi, zejména u organismdi, u nichZ je zatazeni do niz$ich taxonomickych skupin obtizné,
jako je tomu napi. u AM hub. Posun od tohoto ptistupu k hodnoceni omezeného poc¢tu vhodné

zvolenych znakl by umoZnilo srovnavat odezvy znakl na prostfedi a naopak.

AM houby se souborem znakl rychlych kolonizatorli, jako je vysoka produkce spor
v kratkém casovém horizontu ¢i extenzivni Sifeni ERM, dominuji v ranych fazich ekosystému
(Hart, Reader & Klironomos, 2001). Naproti tomu pozdéjsi sukcesni stadia vyzaduji toleranci
ke Spatn¢ dosazitelnym ¢i jinak omezenym zdrojim (Sykorova et al., 2007). Schopnost AM
hub rychlé reprodukce a kolonizace prostiedi se s toleranci ke Spatné dosaZitelnym zdrojim do
jisté miry vylucuji. To miize ovlivnit celkovou sukcesni dynamiku ekosystému. Podle prace

Lopez-Garcia et al. (2014) v pozdnich stadiich sukcese pretrvavaji pouze zastupci Celedé
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Glomeraceae, zatimco jiné druhy (Celedi Archaeosporaceae, Diversisporaceae ¢i
Acauosporaceae) jsou typické pouze pro rané faze ekosystémut. To mize souviset s rychlosti
rustu hyf ¢i s rychlou sporulaci. De Souza et al. (2005) postuluje, Ze ERM zastupcii Celedé
Gigasporaceae roste rychleji, pokud koieny hostitelské rostliny ukonci svij rtast. To by
nasvédcovalo, ze druhy Celedi Gigasporaceae disponuji variabilitou rychlosti rastu hyf a budou
tvoftit efektivnéj$i symbidzu s rostlinami o del§im zivotnim cyklu, tj. v pozdnéjSich sukcesnich

stadiich.

Na druhou stranu, schopnost efektivniho pfetrvani v prostfedi miize byt do urcité miry
dana nejen rychlosti kolonizace, ale také sporulacni dynamikou AM hub (Liu et al., 2009).
Zatimco velké spory Casto vyzaduji specifické podminky pro sporulaci (Juge et al., 2002;
Pringle & Bever, 2002), malé spory sporuluji prevazné rychle (Souza, 2005; Kokkoris & Hart,
2019). Druhy s malymi sporami se navic mohou snaze §itit vzduchem a rychleji obsadit novy
zivotni prostor (Aguilar-Trigueros et al., 2019), v némz je posléze pro jiné druhy AM hub
vzduchu by mohlo byt zavislé na sezonnich sporulacnich vzorcich specifickych druhii
pritomnych v okolnich ptidach, coz rovnéz vysvétluje, pro¢ urcité druhy AM hub ve vzduchu
dominuji v riznych obdobich roku (Lee ef al., 2006; Chaudhary et al., 2020). Lepsi pochopeni
druhové specifického Sifeni AM hub by navic zlepSilo nasi schopnost manipulace s AM
symbidzou v pfirozenych i umélych ekosystémech a zefektivnily vyuZiti inokulanti AM hub

(Hart et al., 2018).

Bylo prokazéano, ze druhy AM hub se vyznamné 1isi ve svych G¢incich na rlst a ochranu
symbiotickych rostlin proti biotickym a abiotickym stresorim (Sikes, 2010; Veresoglou &
Rillig, 2012; J. Chen et al., 2017), coz do znacné miry souvisi s jejich morfologickymi a
fyziologickymi znaky. AM houby naro¢né na uhlik hlite probouzi obrannou odpoved’ rostlin
(Frew & Wilson, 2021) a mohou hostitelské rostliné dodavat méné mineralnich zivin (Frew et
al., 2022). Celkovy vysledek zavisi na fyziologickych znacich AM hub, genotypu rostliny a
faktorech prostiedi. Pfiklad kombinace uvedenych faktori uvadi prace Borowicz (2013), ktera
ukazuje rozdilny vliv druhl R. irregularis a F. mosseae na herbivorni u€inek a rist rostliny.
Zatimco R. irregularis zhorsil poSkozeni rostlinné biomasy herbivory a zaroven vyrazné navysil
rist rostlin, inokulace F. mosseae méla opaény efekt. Uginky obou AM hub navic nejsou
aditivni. To otevird prostor pro otazku, zda by indukované zvysSeni odolnosti rostliny mohlo byt
zpusobeno snizenim kvality rostliny jako potravy, coz pak vede ke zvySeni jeji spotieby. Podle

prace Frew & Wilson (2021) se rozdilné G¢inky riznych druhtt AM hub promitaji do odlisnych
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koncentraci listovych fenolickych latek. Kli¢ovou roli pak hraje predev§im diverzita AM hub
(Frew et al., 2022), coz rovnéz podporuje predpoklad odlisného ucinku jednotlivych druhit AM
hub na odolnost rostlin. Mezidruhové rozdily uc¢inku AM hub na rast a obranu rostlin se lisi
v zavislosti na pfitomnosti bylozravctl, stejn¢ tak jako na tom, zda mohou AM houby
poskytovat dalsi ekologické sluzby, jako je pfitahovani opylovacl nebo spasacu (Pineda ef al.,
2013). Rozdilna slozeni AM spolecenstev mohou mit odliSny vliv na kolob¢h Zivin v zavislosti
na rozdilnych stanovistich. Ackoli je sloZzeni spolecenstev do jisté miry fizeno stochastickymi
procesy, jako je speciace, mortalita a disperze (Hubbell, 2001), v n¢kterych ohledech mtize byt

slozeni AM houbovych spolecenstev urceno odlisnou odpovédi na riizné podminky prostredi.

vvvvvv

abiotickych faktort, které ovliviiuji rozSiteni AM hub (Davison et al., 2021). Zména klimatu
smérem k vy$§im teplotdm muiize prioritizovat skupiny AM hub s vétSimi sporami, které jsou
tvoreny metabolicky nakladnymi slouceninami (Davison et al., 2021). Zda teplotni stres a
kompeti¢ni znevyhodnéni skupin AM hub s niz§im teplotnim optimem povede k jejich

lokdlnimu vymizeni, ziistavd neznamé.

V poslednich letech zaznamenavame vyznamné zvysenou depozici dusikatych latek do
biosféry (Galloway & Cowling, 2002). Narust dusiku v ekosystémech je zplisoben spalovanim
fosilnich paliv a nadmérnym uZivanim hnojiv v zemédé€lstvi (Galloway & Cowling, 2002).
Zvyseny prijem dusiku rostlinami také ovliviiuje jejich asimilaéni procesy a celkovou bilanci
uhliku. Fixovany uhlik je pfednostné vyuZit na zpracovani dusiku v kofenu, nebot’ by se mohl
pro rostlinu stat toxickym (Biicking & Kafle, 2015). MnoZstvi uhliku poskytnutého kofenovym
symbiontiim tak mize byt podstatné mensi. Koncentrace ptidniho dusiku je jednim z faktort,
ktery hraje vyznamnou roli pii utvafeni spoleCenstev AM hub (Treseder et al., 2018). Podle
prace Davison ef al. (2021) ma vétSina AM hub optimum v niz§ich hodnotach koncentrace
dusiku, s vyjimkou zastupcii z ¢eledi Acaulosporaceae. Zvysena koncentrace dusiku by mohla
znamenat dal$i lokalni vymizeni ¢etného mnoZzstvi AM houbovych druht. Je vSak potfeba mit
na paméti, Ze vysoky obsah ptidniho dusiku tzce souvisi s nizkym pH pidy. AM houby maji
ziejmé odliSnou toleranci k nizkému pH pudy (Treseder et al., 2018). To také potvrzuje prace
Davison et al. (2021), ktera uvadi, Ze zastupci Celedi Gigasporaceae a Archaeosporaceae maji
optimalni pH posunuté do kyselejsi oblasti. Zvyseny obsah ptidniho dusiku vede ke zvyhodnéni
druht AM hub s men$imi, energeticky uspornéjSimi sporami (napiiklad zastupce celedé

Acaulosporaceae) (Egerton-Warburton & Allen, 2000). Vyzkumy zabyvajici se pfirozenym
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vyskytem AM hub v riznych podminkach prosttedi jsou vyznamné ovlivnény konkurenci mezi

organismy. Do jaké miry jsou vysledky praci dany znaky organismil je nejasné.

Znalost o S§ifi tolerance AM houbovych druhli k riznym abiotickym stresorim je
nezbytna k porozuméni jejich rozsifeni v pfirodnich ekosystémech. Pochopeni procest
udrzujicich druhovou rozmanitost je ustfedni ekologickou problematikou. Rozdily ve znacich
mohou podporovat funkéni diverzitu ekosystému, ale také vlivem rozdilné biologické zdatnosti
(tzv. fitness) vést ke kompeticnimu vylouceni (Kraft, Godoy & Levine, 2015). Odhadnuti
dynamiky téchto vnitrodruhovych i mezidruhovych vztaht a jejich nasledki pro ekosystém je

komplikovanou vyzvou pro budouci vyzkum.
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3. Material a metody

Byly zalozeny dva kultiva¢ni experimenty zamétfené na rozvoj kolonizace péti izolatl
AM hub. Cilem prvniho experimentu bylo pozorovat znaky AM hub v symbidze se Ctyimi
druhy rostlin a popsat vyvoj téchto znaki v ¢ase. Druhy experiment si kladl za cil sledovat

rozvoj AM hub na gradientu dostupnosti dusiku v kultivaénim substratu.

Jednalo se o rozsihlé experimenty v ramci projekti GA CR GA22-06936S ,Jak
porozumét slozeni spoleCenstev arbuskuldrné mykorhiznich hub: od strukturnich znaka
k zakladnim a realizovanym nikdm* a GA UK ¢. 413622 ,,Reakce arbuskularné mykorhiznich
hub na globélni zmény: porovnani realizovanych a fundamentalnich nik“, do jejichz realizace
byl zapojen cely projektovy tym. Mym ukolem bylo zpracovani vzorkii a vyhodnoceni
parametrd, které jsou obsahem této diplomové prace. Podilela jsem se také na zaloZeni a
skliznich obou experimentl a méla jsem na starosti udrzovani (tj. pravidelnou zélivku a jeji

ptipravu) Experimentu 2, viz kap. 3.2.3.
3.1 Experiment 1
3.1.1 Material

Byly pouzity ¢tyfi druhy rostlin: vojtéska setd Medicago sativa cv. MAGDA C, jitrocel kopinaty
Plantago lanceolata cv. LIBOR, svefep vzptimeny Bromus erectus a Cirok dvoubarevny
Sorghum bicolor cv. RUZROK. V ptipad¢ vojtésky, jitrocele a ¢iroku byly pouzity komeréné
péstované odriidy, zatimco semena svefepu byla ziskdna od firmy Planta Naturalis'. Jmenované
rostliny zastupuji rdzné skupiny rostlin, které se lisi v odpovedi na mykorhizu (Janos, 2007,
Hoeksema et al., 2010). M. sativa a P. lanceolata jsou hemikryptofytni polykarpické vytrvalé
neklonalni byliny, zatimco B. erectus je klonalni travina odolna vici stresu a méné senzitivni
k mykorhize. S. bicolor je terofytni C4 obilnina. M. sativa tvoii symbidzu s hlizkovymi

bakteriemi rodu Rhizobium, tedy dusik fixujicimi bakteriemi.

Rostliny byly nakliceny v Petriho miskach vystlanych filtracnim papirem a zavlaZzovany
destilovanou vodou. Kli¢ni rostliny byly pribézné ptesouvany do novych Petriho misek na
filtrani papir. Ve chvili, kdy rostliny disponovaly dvéma pravymi listy, byly zasazeny do
experimentu. Rostliny byly kultivovany v konickych nadobach o objemu 164 ml vyrobce

Stuewe & Sons, Inc. (Obrazek 6).

I Rostliny pé&stované firmou Planta Naturalis (www.plantanaturalis.com) jsou péstovany na nehnojenych polich.
Semena jsou posléze sbirana z konkrétnich lokalit.
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Obrazek 6. Konické nadoby (Ray Leach ,, Cone-tainers ) o objemu 164 ml vyrobce Stuewe & Sons, Inc.

Pro experiment bylo vybrano pét izolath AM hub reprezentujicich druhy z rGznych
fylogenetickych skupin: Rhizophagus irregularis PHS (Walker & Schuessler, 2010),
Funneliformis mosseae BEG95 (Walker & Schuessler, 2010), Gigaspora margarita BEG34
(Becker & Hall 1976), Claroideoglomus claroideum BEG23 (Walker & Vestberg, 1998) a
Acaulospora tuberculata BEG41 (Janos & Trappe, 1982). Lze ptedpokladat, ze se uvedené AM
houby lisi v rychlosti rozvoje, koloniza¢nich schopnostech a ¢etnosti tvorby vnitrokofenovych
struktur (Hart & Reader, 2002; Powell et al., 2009; Koch et al., 2017). Pro tento ucel byla
vyuzita sbirka izolati AM hub z Oddéleni mykorhiznich symbi6z Botanického ustavu AV CR.
Izolaty byly napéstovany jako ¢isté kultury ve sterilizovaném inertnim substratu zeolitu a pisku
v poméru 1:1 na hostitelskych rostlinach kukufice seté (Zea mays) a stuzkovce (Desmodium
sp.).

Kultivacni substrat byl tvoien smési zeolitu a pisku s piimési 10 % pudy z ovocného
sadu na pozemku Botanického tstavu v Prithonicich s nizkou dostupnosti fosforu. Znaky této
pudy jsou shrnuty v Tabulka 1. VSechny pouzité slozky substratu byly sterilizovany — zeolit a
pisek klavovanim (pii 121 °C po dobu 30 minut), piida gama-ozatenim (>25 kGy). Vysledny
substrat byl smési pisku, zeolitu a pudy v poméru 4,5 : 4,5 : 1.
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pH akt. pH P (Mehlich Ntot. Ctot. susina Ca (Mehlich Mg (Mehlich
[H.0] vym. 1) 1] 1))
[KCI] mg/kg % % % mg/kg mg/kg
6,32 5,64 36,36 0,24 2,31 96,86 2473,15 189,60

Tabulka 1. Znaky sadové pudy, ktera byla pouzita jako primés do kultivacniho substratu.

3.1.2 Design experimentu

V prvnim experimentu byly sledovany znaky péti izolath AM hub v symbidze se vsemi
¢tyfmi druhy rostlin a jejich dynamika v case. Sledovani dynamiky AM symbidzy v Case

probihalo prostfednictvim ¢tyf naplanovanych sklizni — po ¢tyfech, osmi, dvanacti a osmndcti

tydnech.

Béhem ¢trnacti dnl bylo v etapach zaloZeno Ctyfi sta osmdesat nadob po ¢tyfech druzich
rostlin, s péti inokula¢nimi variantami (Ctyfi druhy AM hub a neinokulovand kontrola), po

¢tyfech planovanych skliznich a péti opakovani na variantu (Obrazek 7). Vojtéska byla do

pokusu zasazena 8. Unora, svetep 11. Unora, jitrocel 16. tnora a ¢irok 24. inora.

sklizné  opakovani

Bronius erectus

Medicago saliva  Plantago lanceolata

4x Sx

Sorghum bicolor

Rhizophagus irregularis

Bromus erectits

Medicago sativa  Plantago lanceolata

4x  Sx

Sorghum bicolor

Funneliformis mosseae

Bromus erectus

Medicago sativa  Plantago lanceolata

4x S5x

Sorghum bicolor

(Gigaspora margarila

Bromus erectus

Medicago sativa Plantago lanceolala

4x Sx

Sorghum bicolor

Claroideoglomus claroideum

Medicago sativa Plantago lanceolata _Bronmis erecius

4x Sx

Sorghum bicolor

Acaulospora tuberculata

Medicago sativa - Plantago lanceolata _Bromus ereclus

4x Sx

Sorghum bicolor

NM

Obrazek 7. Schéma Experimentu 1. Rostliny M. sativa, P. lanceolata, B. erectus a S. bicolor inokulovany
druhy AM hub R. irregularis, F. mosseae, G. margarita, C. claroideum a A. tuberculata. NM predstavuje
nemykorhizni variantu, ktera slouzila jako kontrola pro stanoveni rostlinné odpovédi na mykorhizu.
Varianty byly zalozeny po 5 opakovanich ve 4 sestavach, které odpovidaly skliznim. Dohromady bylo

zaloZeno Ctyri sta osmdesat nadob.
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Z nesterilni sadové pudy byl pfipraven filtrdt smichanim 50 ml pady s 500 ml
destilované vody. Po michani po dobu 30 min byl substrat dvakrat ptefiltrovan pies 25 um sito
za soucasného tfepani na tfepacce (100 kmiti/min). Vysledny filtrat byl doplnén 650 ml

destilované vody.

Kazda rostlina (tzn. kazdé opakovani) byla inokulovana 200 sporami ptislusného izolatu,
které byly po promyti substratu vybrany pinzetou. Pro kazdy rostlinny druh bylo pinzetou
vybrano 200 spor od kazdého izolatu. Vybrané spory byly pipetovany do zkumavek typu

eppendorf s destilovanou vodou, které se nasledné uskladnily v lednici pfi teploté 4-5 °C.
3.1.3 ZaloZeni, udrZovani a sklizefi experimentu

Na dno péstebnich koénickych nadob o objemu 164 ml (Obrazek 6) byla vlozena smés
velkozrnného a drobnozrnného keramzitu. Nasledné byl do péstebnich nadob vsypén substrat.
Poté bylo do nadob pfidano 5 ml plidniho filtratu a rostliny byly sazeny v etapach podle

rostlinného druhu. Vsechny rostliny a opakovani stejného druhu byly zasazeny v tyz den.

Rostliny byly hnojeny jednou tydné¢ 20 ml Whiteova mineralniho média (Gryndler,
Vejsadova & Vancura, 1992) dle Tabulka 2.

Sloucenina Koncentrace [mg/l]
KClI 135
KNO:; 240
Ca(NOs),4H>0 295,20
MnCly4H,0O 0,75
KI 0,75
H;BO; 1,50
ZnS0O4+7H>0 1,20
CuSO4+5H,0 0,001
Na:MoOy4+2H>0 0,00017
KH>PO, 12,20
MgSO4+7H>0 720
FeNaEDTA 4,60

Tabulka 2. Prvkové slozeni Whiteova minerdlniho média uzitého k hnojeni rostlin zasazenych
v Experimentu 1. Koncentrace makroprvkii odpovidala 0-09 mmol/l pro fosfor a 1-62 mmol/l pro dusik.
Prevzato z (Gryndler, Vejsadova & Vancura, 1992).
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Sklizné¢ probihaly po stanovenych ¢asovych tsecich od zalozeni jednotlivych druhi rostlin. Pti
sklizni byly rostliny vyjmuty z nadob, substrat byl zbaven velkozrnného a drobnozrnného
keramzitu. Nadzemni cast rostliny byla vlozena do papirového sacku, ususena pii 60 °C a
zvazena. Kofenovy systém rostliny byl promyt na situ s oky o priméru 2,5 mm, osusen na
papirové utérce a zvazen. Nasledn¢ byly kofeny nastfithany na malé segmenty o délce ptiblizné
1,5 cm a zhomogenizovany. Cast kofenil uréené ke stanoveni délky vnitrokofenového mycelia
pro barveni Trypanovou modii byla vlozena do lahvicky a zalita hydroxidem draselnym — viz
metodika v kap. 3.3.1. Zbytek kofenového systému byl znovu zvéazen, ususen pii 60 °C a opét
zvazen. Ze stanovenych hmotnosti kofenového systému byla spocitana celkova sucha hmotnost

kotenového systému (DWt) dle uvedeného vzorce:

DWt = FWt .
= X —-
FW,

Rovnice 1. Celkova sucha hmotnost korenového systemu (DWt) byla spocitana jako podil suché (DWp)
a Cerstvé (FWp) hmotnosti casti korenoveho systému po odebrani vzorku na kolonizaci ndasobené
Cerstvou hmotnosti celého korenového systemu (FWt).

3.2 Experiment 2
3.2.1 Material

Pro ucely druhého pokusu byl pouzit druh rostliny Plantago lanceolata cv. LIBOR. Rostliny
byly nakliceny stejnym zpusobem jako v prvnim experimentu, stejné tak byly zasazeny do
konickych péstebnich nadob o objemu 164 ml (Obrazek 6).

Jako inokulum slouzily AM houby Rhizophagus irregularis PHS, Funneliformis
mosseae BEG9YS, Gigaspora margarita BEG34, Claroideoglomus claroideum BEG23, tedy
stejné houby jako v Pokusu 1, s vyjimkou Acaulospora tuberculata BEGA41, kterd byla
nahrazena druhem Acaulospora laevis (Gerdemann & Trappe, 1974). Pro tento ucel byla
vyuzita sbirka izolatii AM hub z oddéleni Mykorhiznich symbiéz Botanického tistavu AV CR.
Jako substrat byl pouzit Cisty pisek.

3.2.2 Design experimentu

Druhy experiment byl situovan do stejné vegetacni doby jako Experiment 1, s rocnim
odstupem. Experiment byl zalozen 3. inora 2023 a sklizen 3. dubna, celkova doba kultivace
tedy byla Sedesat dni. Byly sledovany vnitrokofenové a mimokotenové znaky péti izolatii AM

hub na sedmi hladinach koncentrace dusiku.
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Bylo zalozeno dvé sté padesat dva péstebnich naddob po péti druzich AM hub a jedné
nemykorhizni varianté, sedmi koncentracich dusiku a Sesti opakovani na variantu. Pro uzité

hladiny dusiku bylo zavedeno oznaceni NO — N6 se vzrustajici koncentraci dusiku (Obrazek
8).

opakovani NO N1 N2 N3 N4 N5 N6
bx LA A A A J
bx A A A A
o LA A A A J
b A A A A
' Acaulospora laevis
b LA A A A
NM

Obrazek 8. Schéma Experimentu 2. Rostliny druhu P. lanceolata byly inokulovany druhy AM hub R.
irregularis, F. mosseae, G. margarita, C. claroideum a A. laevis a zasazeny do péstebnich nadob ve
variantdach sedmi hladin koncentrace dusiku ve vzestupném poradi NO, N1, N2, N3, N4, N5 a N6. NM
predstavuje nemykorhizni variantu, ktera slouzila jako kontrola. Varianty byly zaloZeny po 6
opakovanich. Dohromady bylo zalozeno dvé sté padesat dva nadob.

Rhizophagus irregularis

Funneliformis inosseae

Gigaspora margarila

Claroideoglomus claroideum

Inokulum AM hub bylo vtomto ptipadé¢ pouZzito komplexni, tj. obsahujici spory,
fragmenty kofent a hyf. Vybrané kultury hub byly nasondovany, promyty a zkontrolovany na
vysokou cetnost spor v pudé svéd¢ici o dostatecném rozvoji kultury pro inokulaci. Kazda
rostlina byla inokulovadna 5 ml suspenze. Inokulum bylo umisténo 3—5 cm do vrstvy plidy pod

rostlinou.
3.2.3 ZaloZeni, udrzovani a sklizen experimentu

Zalozeni experimentu probéhlo podobnym zpiisobem jako v Experimentu 1. VSechny varianty

byly do experimentu zasazeny béhem dvou dni.

UdrZovani experimentu jsem méla na starosti ja. Rostliny byly tfikrat tydné hnojeny
zalévacimi roztoky o sedmi rtznych koncentracich dusiku. Cilem tohoto pfistupu bylo
obsahnout celé spektrum dusikové dostupnosti — jeho deficienci, optimum a nadbytek. Jako
zaklad pro vSechny zalévaci roztoky byly pfipraveny Ctyfi zasobni roztoky shrnuté v Tabulka

3. Uvedené roztoky byly ptipraveny dle Beck et al. (1993) a neobsahovaly dusik.
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Do 800 ml destilované vody byly postupné namichany roztoky A, B, C a D a MES buffer

v mnozstvi dle Tabulka 3. Nakonec byl pfimichan zasobni roztok N (Tabulka 4). Po pribézné

kontrole pH pomoci pH metru byl piidan chelat Zzeleza Fe-EDDHA (Tabulka 3), poté bylo pH

roztoku upraveno na 6,5. Po dosazeni optimalni hladiny pH byl roztok doplnén destilovanou

vodou tak, aby objemem odpovidal 1 1. Posléze byl skladovan pod ptislusSnym oznacenim

osetfeni dusikem (Tabulka 4).

Koncentrovany roztok

ObsaZené latky (g/L)

Piidavek do Zivného

roztoku (ml/L)

roztok A
roztok B

roztok C

roztok D

MES buffer
Fe-EDDHA
Tabulka 3. Priprava Zivnych roztokii podle Beck et al. (1993).

136,1 g KH,PO,

87 g KaSO4

0,247 g H3BO3

294,1 g CaCl-2H20
123,3 g MgS04-7H20
0,338 g MnSO4-H,0O
0,288 g ZnSO4-7TH20
0,1 g CuSO4:5H,0

0,048 g H:M00O4-H>O
0,056 g CoSO47H20

0,5
0,5

0,5

0,5

‘ 0,0244
‘ 0,01 g/L

Varianta Piidavek NH/NO; (g/L) Moldarni koncentrace (mM)
NO 0 0

NI 0,113 2,834

N2 0,227 5,669

N3 0,454 11,338

N4 0,907 22,676

N5 1,814 45,351

N6 3,628 90,703

Tabulka 4. Koncentrace dusicnanu amonného (NH/NQO3) uzité pro jednotlivda oSetieni ve vzestupném
poradi, zaokrouhleno na tii desetinna cisla.
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Vsechny roztoky byly skladovany v lednici pii teploté¢ 4 °C. Pfed oSetfenim rostlin
zalévacimi roztoky byly tyto nadoby z lednice vyjmuty a ponechany 30—45 min rozehtati na
pokojovou teplotu. Rostliny byly hnojeny 3x tydné 10 ml zalévaciho roztoku. Ve zbylych dnech
byly dle potteby zalévany destilovanou vodou.

Rostliny byly po Sedesati dnech sklizeny stejnym zptisobem jako bylo uvedeno

v Experimentu 1, viz kap. 3.1.3.
3.3 Stanoveni rozvoje hub
3.3.1 Vnitrokoienové mycelium

Reprezentativni vzorek promytych kotenti v 10 % roztoku hydroxidu draselného byl zahiivan
na 90 °C po dobu 40 minut. Vzorek i lahvic¢ka byly promyty pod tekouci vodou, zality 2%
roztokem kyseliny mlé¢né a inkubovany pfi teploté 90 © C po dobu 20 minut. Po sliti kyseliny
byly vzorky zality 0,05 % roztokem trypanové modii v laktoglycerolu (0,05 % trypanové modii
ve smési glycerolu, kyseliny mlééné a destilované vody v objemovych pomérech 2:2:1).
Vzorky byly opétovné 20 minut inkubovany pii 90 °C. Barva byla nasledn¢ ponechdna k
zafixovani pfi pokojové teploté (20-24 °C) po dobu 48 hodin. Po ub&hnuti doby potiebné
k fixaci barvy byl ze vzorki odlit roztok trypanové modfi, kofinky byly promyty pod tekouci
vodou, umistény zpét do vymyté lahvicky a zality laktoglycerolem (Koske & Gemma, 1989).

Koftenové preparaty byly vytvaifeny nejméné po trech dnech v laktoglycerolu, ktery z
barvenych kotent vymyl piebyteCnou barvu. Obsah lahvi¢ky byl spolu s mensim obsahem
vody umistén na Petriho misku. Z obarvenych kotenti byly postupné vybirany kotinky nizSich
radl a umistény vertikalné na podlozni sklo tak, aby vSechny odpovidaly pfiblizné stejné délce
(1,5 -2 cm). Na jedno podlozni sklo bylo vzdy umisténo 30—40 kotinkl. Nasledné byl preparat

zavodnén destilovanou vodou a piiklopen krycim sklickem.

Intraradikalni kolonizace byla vyhodnocovana prostfednictvim metody zornych poli
(McGonigle et al., 1990). Preparatem umisténym pod svételnym mikroskopem byla stfedem
zorného pole vedena horizontalni linie formou usecky vloZené do okularu. Nésledné byla
zaznamenana piitomnost ¢i nepfitomnost jednotlivych struktur hub (hyfa, arbuskule, vezikule)
na této linii, a to pfi 100x zvétSeni. V piipad¢ dosazeni konce linky byla zapocata linie nova
v jiné Casti preparatu (Obrazek 9). Takto byl rovnomérné vyhodnocen cely preparat, v rdmci

kterého bylo zaznamenéno sto pozorovani.
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Obrazek 9. Nahodné vybrana zorna pole mikroskopu (kruhy) a pozice horizontalni linie (Cervena linka).
Muizeme pozorovat nasledujici moznosti (1. koren zleva, shora dolii): 1. pouze koren, 2. hyfa a arbuskul,
3. pouze hyfa, 4. hyfa, vezikul a arbuskul. Sipky znazornuji posloupnost pozorovani jednotlivych kovenii
preparatu.
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Zaznamenané hodnoty frekvence pozorovanych struktur byly vyjadieny v procentech.

Frekvence arbuskul a vezikul byla dale vztazena k frekvenci hyf, dle uvedenych vzorct:
Ar=12 Vr =2
H H

Rovnice 2. Vypocet relativni cetnosti arbuskul (Ar) a vezikul (Vr). A = frekvence arbuskul; V = frekvence
vezikul;, H = frekvence hyf; Ar = relativni cetnost arbuskul; Vr = relativni Cetnost vezikul.

Ar a Vr tedy vyjadfuji Cetnost arbuskul a vezikul v ramci hyfami kolonizovanych

segmentl kotentl.

3.3.2 Mimokorenové mycelium

Mimokofenové mycelium (ERM) bylo stanoveno metodou membranové filtrace
modifikované dle Jakobsen, Abbott & Robson (1992). Do vyvévy byl umistén nitrocelulézovy
filtr hrubou stranou smérem vzhuru. Bylo navdzeno 5 gramli homogenizovaného substratu.
Navazka byla nasypana do vody o objemu 500 ml a mixovéana v mixéru po dobu 30 sekund. Ze
sttedu vodniho sloupce byly okamzité odebrany 3 ml (v ptipad€ druhu Rhizophagus irregularis)
a 4 ml (v pfipadé€ zbylych druhtt AM hub) a umistény do vyvévy, kde doslo k odsati vody. Po
vypnuti aparatury byl filtr vyjmut a na podloZnim skle oSetfen tfemi kapkami 0,1 % trypanové

modfi. Na zavér byl preparat ptiklopen krycim sklickem.

31



Pro vyhodnoceni extraradikalni kolonizace byl pouzit svételny mikroskop. Pod 200x
zvétSenim byly pozorovany vSechny ulomky a vétveni mimokoienového mycelia AM hub
zachycené na nitrocelulozovém filtru. Délka ulomkt byla odhadnuta pomoci okuldrového
mikrometru. Postupné byl vyhodnocen cely vzorek, k orientaci v pohybu po nitrocelul6zovém

filtru slouzila miizka umisténa v druhém okularu.

Délka ERM byla stanovena jako pomér délky pozorovanych tlomki a celkového
zvétseni mikroskopu ndsobeny pomérem celkového a pipetovaného objemu. Vysledek byl dale

nasoben prevracenou hodnotou navazky (Rovnice 3).

Vcelk. 1

Vpipet. n

mm] x
ERM [—] ==X
g z

Rovnice 3. Vypocet délky mimokorenového mycelia (ERM). x=délka pozorovanych ulomkii; z=zvétsSeni,
Vee=celkovy objem; Vyier=pipetovany objem; n=navazka.

Od kazdé¢ varianty bylo odecteno pozadi v podobé primérné hodnoty ptislusnych

nemykorhiznich variant.

3.4 Statistické analyzy

Pro statistické vyhodnoceni dat obou experimentli byl pouzit program R, verze 4.2.1. Ovéfeni
normdlniho rozdéleni dat bylo provedeno prostfednictvim Shapiro-Wilkovovym testem,
Bartletttv test proveril homogenitu rozptylu. Pro urceni vyznamnosti jednotlivych faktort byla
pouzita analyza rozptylu, ANOVA typu III (Type III Sum of Squares). Pokud data nespliiovala
podminky pro analyzu rozptylu, byla provedena transformace druhou mocninou. Statisticky
prikazny vliv sledovanych faktorti byl stanoven na hladin¢ pravdépodobnosti P < 0,05.
Statisticky vyznamné rozdily mezi hladinami faktoru nebo kombinace faktord (v ptipadé
statisticky vyznamné interakce) byly vyhodnoceny pomoci post-hoc Tukeyova HSD testu pro

vicenasobnd porovnani na hladiné P < 0,05.

Statistické vyhodnoceni dat biomasy rostlin (nadzemni susina a su$ina kotenil) z obou
provedenych experimentii probéhlo stejnym zptsobem (Ptiloha 1-4). Pokud data nesplnila
podminku normalniho rozlozeni, byla transformovana potfadovou transformaci. Data jsou
soucasti pfiloh a nejsou zalenéna do hlavniho textu prace, nebot’ slouzi predevSim ke

komplexné&jSimu pochopeni prezentovanych dat.
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4. Vysledky

4.1 Rozvoj vnitrokoienové kolonizace ¢tyr druhi rostlin v Experimentu 1

Hostitelské rostliny rostly ve vSech variantach podobné (Pfiloha 1 a 2). Védha nadzemnich
suSiny rostlin nebyla mezi variantami statisticky vyznamné odlisna (Pfiloha 1), rozdily ve vaze
suSiny kofeni byly spiSe ojedinélé¢ (Priloha 2). Byly zkontrolovany vSechny kofeny
neinokulovanych rostlin. V nemykorhiznich variantdch nebyla mykorhiza pozorovana. Druh
Acaulospora tuberculata byl v kotenech rostlin detekovdn pouze stopovée, proto byl ze
zpracovani dat vyloucen. AM houby druhit Claroideoglomus claroideum, Funneliformis
mosseae, Gigaspora margarita a Rhizophagus irregularis byly graficky zpracovany a

statisticky vyhodnoceny.

4.1.1 Rozvoj v ¢ase

Na prvni pohled se dynamika rozvoje kolonizace kotene hyfami AM hub liSila mezi
jednotlivymi izolaty, s mensi variabilitou mezi rostlinami (Graf 1). V ptipadé ¢tvrté sklizné (po
18 tydnech) pozorujeme trend poklesu koloniza¢nich jednotek, predevsim arbuskul (Graf 2).
Z grafu je patrné, ze nejmén¢ koloniza¢nich jednotek vykazovaly rostliny zaoCkované AM
houbou G. margarita, zatimco nejvice koloniza¢nich struktur bylo pozorovano v rostlinach
zaockovanych druhem R. irregularis, a to véetné posledni sklizng. Rostliny v symbidze s druhy

F. mosseae a C. claroideum dosahovaly primérnych hodnot mezi obéma extrémy.

CC FM
754
'QE‘ 504
- |
5 i , —— | Medicago sativa
Plantago lanceolata
—— | Sorghum bicolor
& - | Bromus erectus

4 8 12 18 4 8 12 18 4 8 12 18 4 8 12 18

Tydny

Graf 1. Frekvence hyf (H) AM hub — CC (Claroideoglomus claroideum), FM (Funneliformis mosseae),
GM (Gigaspora margarita), RI (Rhizophagus irregularis) — uvedend v procentech kolonizovaného
pletiva primdrni kiiry korene rostlin v zavislosti na tydnu sklizné (osa x) a druhu hostitelské rostliny
(barevné odliseni). Usecky u pozorovanych hodnot odpovidaji smérodatnym odchylkdm namérenych dat.

33



CcC FM GM RI

0.44
0.3 4
1
< 0.24
/\ : —— | Medicago sativa
0.14 / Plantago lanceolata
"/N)w — | Sorghum bicolor
0.0+ — | Bromus erectus

4 8 12 18 4 8 12 18 4 8 12 18 4 8 12 18

Tydny

Graf 2. Relativni Cetnost arbuskul (Ar) AM hub — CC (Claroideoglomus claroideum), FM
(Funneliformis mosseae), GM (Gigaspora margarita), Rl (Rhizophagus irregularis) — uvedena jako
bezrozmeérna jednotka odpovidajici poméru frekvence arbuskul a hyf v procentech kolonizovaného
pletiva primarni kiry korene v zavislosti na tydnu sklizné (osa x) a druhu hostitelské rostliny (barevné
odliseni). Usecky u pozorovanych hodnot odpovidaji smérodatnym odchylkdm namérenych dat.

4.1.2 Dynamika kolonizace jednotlivych druhit AM hub

Nasledné byla analyze podrobena data kolonizace jednotlivych druhtt AM hub. Sledovéna byla

jejich dynamika v ¢ase v zavislosti na symbidze s konkrétnim druhem rostliny.

Faktor sklizng, tj. Casu, se jako signifikantni faktor prokazal u druhii . mosseae (FM) a
R. irregularis (RI), neprokézal se jako statisticky vyznamny u druhti C. claroideum (CC) a G.
margarita (GM) (Tabulka 5). Druh rostliny byl signifikantni pouze u R. irregularis. Statisticky
vyznamné interakce obou faktorii vSak prokazuji, Ze dynamika rozvoje kolonizace zavisela také

na druhu hostitelské rostliny.

cc FM GM RI
Df F P F P F P F P
Sklizefi | 3 1,824 0,152 | 8513  <0,001 | 0,809 0493 | 11,438 <0,001
Rostlina | 3 1323 0275 |2514 0066 |2481 0,069 |4492 0,006
Sklizefi:Rostling | 9 8424 <0,001 |6,743  <0,001 | 2,186 0034 [2577 0,013

Tabulka 5. Viiv faktorii casu (Sklizen), druh rostliny (Rostlina) a jejich interakce na frekvenci hyf AM
hub druhii C. claroideum (CC), F. mosseae (FM), G. margarita (GM) a R. irregularis (RI) v korenech
rostlin prvniho experimentu. Df (stupné volnosti), F (F-hodnota) a P (P-hodnota) byly stanoveny podle
analyzy rozptylu (ANOVA).

U kolonizace hyfami druhem G. margarita byly rozdily mezi studovanymi druhy rostlin

malé a neprokazaly se jako signifikantni (Tabulka 5). Kolonizace kotfenl rostlin byla
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v porovnani s jinymi druhy AM hub vyrazné nizsi. Nejvyssich hodnot dosahovala v symbioze
s vojtéskou, a to ve Ctvrté sklizni po osmndcti tydnech (Graf 3C). Je zajimavé si povSimnout,
ze vSechny druhy AM hub dosahly v symbidze s vojtéskou ve ¢tvrté sklizni nejvyssi kolonizace.
Naproti tomu mala ¢i nulovd vnitrokofenova kolonizace G. margarita byla pozorovana
v symbidze se svefepem. Ostatni druhy sledovanych AM hub dosdhly v symbidze se svefepem

vyrazné vyssi procentualni kolonizace.

Podobné¢ jako v ptipad€¢ G. margarita, kolonizace C. claroideum nevykazovala naptic
¢asem vyraznou dynamiku, zejména pak v piipad¢ symbidzy s jitrocelem a ¢irokem (Graf 3A).
Urcitou dynamiku kolonizace pozorujeme v symbidze se svefepem a vojtéskou. Je zajimavé,
ze statisticky vyznamné rozdily byly pozorovany v krajnich hodnotach sklizni — prvni sklizen

v piipad¢ svetepu, posledni v ptipadé vojtésky (Graf 3A).

Oproti C. claroideum a G. margarita, u nichz ANOVA prokdzala signifikanci pouze
v interakci faktort sklizn€ a rostliny, u F. mosseae a R. irregularis byl signifikantni takeé
samostatny faktor sklizn¢ (Tabulka 5), coz indikuje, kolonizace rostlin AM houbami se liSila
napii¢ vSemi skliznémi. Dynamika kolonizace F. mosseae se zda podobna jako v ptipadé C.
claroideum, avsak jsou zde patrné vyraznéjsi rozdily. To je dobfe pozorovatelné v kolonizaci
jitrocele a ciroku, kde druh F. mosseae (Graf 3B) vykazuje vyraznéj$i dynamiku nez C.
claroideum (Graf 3A). V symbidze se svefepem, jitrocelem a ¢irokem pozorujeme vyssi
cetnost hyf v druhé a tieti sklizni, zatimco ve ¢tvrté sklizni je patrny jejich pokles. Naopak
kontinualni nartist koloniza¢nich jednotek naptic¢ vSemi skliznémi pozorujeme u vojtésky (Graf

3A,B,C,D).
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Graf 3. Zavislost Cetnosti hyf uvedené v procentech kolonizovaného pletiva primarni kiry korene na
case (Tyden sklizné) u jednotlivych druhit AM hub v symbioze s riiznymi druhy rostlin (zleva: sverep,
vojtéska, jitrocel, cirok). Claroideoglomus claroideum (A); Funneliformis mosseae (B); Gigaspora
margarita (C); Rhizophagus irregularis (D). V grafech jsou zndzornény rozdily pomoci vicendasobného
porovnani Tukeyova HSD testu, vzdy odbérii v ramci hostitelské rostliny. Boxy oznacené stejnym
pismenem se statisticky vyznamné nelisi na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Boxploty v grafech vyznacuji
1. (dolni cast) a 3. (horni cast) kvartil namérenych dat, horizontalni linie znazornuje median. Vertikalni
linie vychazejici ze stredni casti diagramii kolono nahoru a dolii vyjadruji variabilitu dat pod prvinim a
nad tretim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body v grafech predstavuji odlehlé hodnoty.

Stejn¢ jako v ptipadé F. mosseae, v kolonizaci kofenti druhem R. irregularis byl
statisticky vyznamny faktor sklizn€ (Tabulka 5), druh vykazoval vyraznou dynamiku v ¢ase. R.
irregularis kolonizoval rostliny ze vSech studovanych druhtt AM hub v nejvyssi mife. Nizké
hodnoty kolonizace byly naméfeny pouze v ranych stadiich symbiotického vztahu, tj. v prvni
sklizni po Ctyfech tydnech (Graf 3D). To je dobife patrné zejména v pfipadé symbidzy se
svefepem a ¢irokem. R. irregularis a F. mosseae vykazovali v symbidze s ¢irokem a jitrocelem

vyrazngjs$i dynamiku nez druhy G. margarita a C. claroideum.

Dle vysledkii analyzy rozptylu byla relativni ¢etnost arbuskul u vSech druhit AM hub
zavisla na Case (faktor sklizeil) a druhu rostliny (Tabulka 6). Interakce mezi t€émito proménnymi
byly prokézany jako signifikantni v ptipad¢ druhti . mosseae, G. margarita a R. irregularis

(Tabulka 6).
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CcC FM GM RI

. Df F P F P F P F P
Sklizeri ‘ 3 44814 0,006 18222 <0,001 3,00 0,037 9811 <0,001
Rostlina | 3 6,807 <0,001 8,191 <0,001 4,637 0,005 9,608 <0,001
Sklizefi:Rostlina | 9 1,848 0,076 9,146  <0,001 3,590 0,001 2,676 0,011

Tabulka 6. Viiv faktorii casu (Sklizen), druh rostliny (Rostlina) a jejich interakce na relativni cetnost
arbuskul (podil frekvence arbuskul a hyf) AM hub druhii C. claroideum (CC), F. mosseae (FM), G.
margarita (GM) a R. irregularis (RI) v korenech rostlin prviiho experimentu. Df (stupné volnosti), F
(F-hodnota) a P (P-hodnota) byly stanoveny podle analyzy rozptylu (ANOVA).

Na rozdil od kolonizace rostlin hyfami nebyla relativni ¢etnost arbuskul G. margarita
(fj. Cetnost v ramci kolonizovanych ¢asti kotend) v porovndni s ostatnimi druhy AM hub
jednoznacéné nizsi. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno po osmi tydnech v symbidze s ¢irokem
(Graf 4C). Rozdily v Case vSak byly ve srovnani s jinymi druhy hub malé. V symbidze
s jitrocelem je G. margarita jedinym pozorovanym druhem AM houby, kde se relativni ¢etnost

arbuskul v ¢ase nelisila.

Oproti predeslému pfipadu symbidzy druhu G. margarita s jitrocelem, C. claroideum je
jedinym druhem AM houby, ktery nevykazoval statisticky vyznamnou dynamiku cetnosti
arbuskul v symbidze s ¢irokem. V symbidze s ostatnimi druhy rostlin zde pozorujeme
vyrazné€jsi dynamiku (Graf 4A) nez v ptipad€ G. margarita (Graf 4C). V symbidze s vojtéSskou,
jitrocelem a svefepem byly arbuskuly v ramci kolonizovanych ¢asti kofenii podobné Cetné

v prvnich dvou skliznich a pozdé&ji doslo k vyraznému poklesu jejich Cetnosti.

Relativni Cetnost arbuskul F. mosseae vykazovala vyraznou dynamiku v Case a stejné
jako u G. margarita, C. claroideum a R. irregularis tvorba arbuskul zavisela na druhu rostliny,
Case a interakci obou faktorti (Tabulka 6). V symbioze s vojtéskou, jitrocelem a Cirokem
pozorujeme vyrazny sestupny trend pozorovanych struktur (Graf 4B). Je zajimaveé, ze
v symbidze se svefepem byla pozorovana opozdéna tvorba arbuskul (v druhé sklizni), podobné

jako tomu je v pfipad€ symbidzy svetepu s G. margarita a R. irregularis.

Izolat druhu R. irregularis vykazoval v poméru k hyfam velké mnozstvi arbuskul jiz
v ranych fazich vyvoje (Graf 4D). Byla patrna vyrazna dynamika relativni Cetnosti arbuskul
v ¢ase. Nejméné vyraznd dynamika je patrna v symbiodze s jitrocelem, coz je ve velkém
kontrastu s dynamikou arbuskul druhli F. mosseae (Graf 4B) ¢i C. claroideum (Graf 4A)
v symbidze s touto hostitelskou rostlinou. Ve vSech pozorovanych hostitelskych rostlinach
pozorujeme postupny pokles relativni ¢etnosti arbuskul v ¢ase (Graf 4D), stejné jako tomu bylo

v ptipadé F. mosseae (Graf 4B). Tento trend je nejvyraznéjsi v symbiodze s jitrocelem, ale patrny
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je také v symbidze s vojtéskou. V ptipad¢ vojtésky a sverepu je pokles patrny jiz v tieti sklizni
po dvanacti tydnech (Graf 4D). Je zfejmé, ze zatimco kolonizace hyfami v ¢ase nartistala (Graf
3), aktivita houby ve tvorbé arbuskul zlstala podobna ¢i s postupem Casu dochazelo spise

k degradaci arbuskul nez k jejich de novo tvorbé (Graf 4).
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Graf 4. Zavislost relativni Cetnosti arbuskul (Ar) uvedené jako bezrozmerné jednotce odpovidajici
poméru frekvence arbuskul a hyf v procentech kolonizované¢ho pletiva primdrni kiiry korene na case

(Tyden sklizné) u jednotlivych druhii AM hub v symbioze s riizznymi druhy rostlin (zleva: sverep, vojtéska,

Jitrocel, cirok). Claroideoglomus claroideum (A); Funneliformis mosseae (B),; Gigaspora margarita (C);
Rhizophagus irregularis (D). V grafech jsou zndzornény rozdily pomoci vicendasobného porovnani
Tukeyova HSD testu. Boxy oznacené stejnym pismenem se statisticky vyznamné nelisi na hladiné
vyznamnosti P = 0,05. Boxploty v grafech vymezuji 1. (dolni ¢ast) a 3. (horni cast) kvartil namérenych

dat, horizontalni linie zndzornuje median. Vertikalni linie vychazejici ze stredni casti diagramii kolono

nahoru a dolii vyjadruji variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body
v grafech predstavuji odlehlé hodnoty.

Vezikuly tvofila pouze AM houba R. irregularis. Analyza rozptylu neprokazala vliv
rostliny ani ¢asu na relativni Cetnost vezikul (Tabulka 7). Druh C. claroideum tvotil vezikuly

pouze ojedinéle (v 6 variantach s nejvyssi dosazenou frekvenci 2 %, v symbidze s vojtéskou ve

2. sklizni a s ¢irokem ve 3. sklizni), a proto tato data nebyla podrobena analyze.
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RI

. Df F P
Sklizeri | 1 2,698 0,106
Rostlina | 3 0,852 0471
Sklizeri:Rostlina | 3 0,693 0,560

Tabulka 7. Viiv faktoru casu (Sklizen), druh rostliny (Rostlina) a jejich interakce na relativni Cetnost
vezikul (podil frekvence vezikul a hyf) AM houby R. irregularis (RI) v korenech rostlin prvniho
experimentu. Df (stupné volnosti), F (F-hodnota) a P (P-hodnota) byly stanoveny podle analyzy rozptylu
(ANOVA).

Nejvice vezikul bylo pozorovano v symbidze R. irregularis s ¢irokem, nejméné pak se

svefepem (Graf 5).
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Graf' 5. Zavislost relativni Cetnosti vezikul (Vr) uvedené jako bezrozmérné jednotce odpovidajici poméru

frekvence vezikul a hyf'v procentech kolonizovaného pletiva primarni kiiry korene AM houby druhu R.
irregularis na case (Tyden sklizné) v symbioze s riiznymi druhy rostlin (zleva: sverep, vojtéska, jitrocel,
c¢irok). Boxploty v grafech vyznacuji 1. (dolni cast) a 3. (horni ¢ast) kvartil namérenych dat, horizontalni
linie zndzornuje median. Vertikalni linie vychazejici ze stredni casti diagramii kolono nahoru a doli
vyjadruji variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body v grafech
predstavuji odlehlé hodnoty.

4.1.3 Struktura kolonizace jednotlivych druhiit AM hub

ANOVA byla provedena pouze na datech druh¢ a tieti sklizn€, nebot’ data prvni a Ctvrté
sklizné¢ nespliiovala podminky pro provedeni analyzy rozptylu. Druh houby ovliviioval
mnozstvi sledovanych koloniza¢nich jednotek, tj. hyf a arbuskul v obou analyzovanych
skliznich (Tabulka 8). Druh rostliny mél signifikantni vliv na relativni ¢etnost arbuskul v obou
skliznich, zatimco na frekvenci hyf v kofenech pouze v ptipad¢ druhé sklizné. Interakce obou
faktort se prokazaly jako signifikantni ve vSech ptipadech kromé kolonizace hyfami ve treti

sklizni (Tabulka 8).
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2. sklizeni 3. sklizen

HYFY ARBUSKULY HYFY ARBUSKULY

Df| F P F P F P F P
Houba | 3 ‘ 8,701 <0,001 | 4,257 0,008 | 18,363  <0,001 10,466 <0,001
Rostlina | 3 ‘ 4,231 0,009 | 6,235 <0,001 | 1,157 0,333 7,991 <0,001
Houba:Rostlinag | @ ‘ 3,401 0,002 | 2,291 0,006 | 0,553 0,829 4,479 <0,001

Tabulka 8. Viiv faktorit druh houby (Houba), druh rostliny (Rostlina) a jejich interakce na frekvenci
hyf'v korenech (Hyfy) a relativni cetnost arbuskul (Ar, Arbuskuly) v druhé (po osmi tydnech) a treti (po
dvandcti tydnech) sklizni prvniho experimentu. Df (stupné volnosti), F (F-hodnota a P (P-hodnota)
byly stanoveny podle analyzy rozptylu (ANOVA).

4.2 Rozvoj AM hub na gradientu dostupnosti dusiku v Experimentu 2

Hostitelské rostliny rostly na jednotlivych hladinach dostupnosti dusiku ve vSech variantach
inokulace podobné, sjasnou zdvislosti na dostupnosti dusiku a maximem rastu v N3-N4
(Ptiloha 3 a 4). Byly zkontrolovany vSechny kofeny neinokulovanych rostlin.
V nemykorhiznich variantach nebyla mykorhiza pozorovana. Druh Acaulospora laevis byl
pozorovan pouze v ojedinélych ptipadech (ve dvaceti tiech vzorcich z celkového poc¢tu vzork
v maximalni vys$i 7 % kolonizace hyfami), a proto byl z ndslednych analyz vyloucen. Protoze
byl druh A. laevis v kotenech rostlin detekovan pouze stopové, nebyla statisticky vyhodnocena
ani kolonizace pidy mimokofenovym myceliem (ERM). AM houby druht Claroideoglomus
claroideum, Funneliformis mosseae, Gigaspora margarita a Rhizophagus irregularis byly

graficky zpracovany a statisticky vyhodnoceny.
4.2.1 Struktura kolonizace na gradientu dostupnosti dusiku

Dynamika rozvoje kolonizace kofene hyfami AM hub se liSila mezi jednotlivymi izolaty, ale
také mezi dil¢imi hladinami dusiku. Oba pozorované faktory (dostupnost dusiku a inokulace
AM houbou) véetné jejich interakce byly prokazany jako signifikantni a ovliviiovaly kolonizaci

rostliny AM houbou (Tabulka 9).

Hyfy Arbuskuly ERM
Df F P F P F P
Dusik | 6 10,656 <0,001 9,855  <0,001 7,630 0,006
Inokulace | 3 8058 <0001 16,764 <0,001 16,647 <0,001

Dusik:Inokulace | 18 5088  <0,001 2,794  <0,001 4,344 0,006

Tabulka 9. Viiv faktori dostupnost dusiku (Dusik), druh AM houby (Inokulace) a jejich interakce na
[frekvenci hyf'v korenech (Hyfy), podil frekvenci arbuskul a hyf (Ar, Arbuskuly) a délku mimokorenového
mycelia (ERM) druhého experimentu. Df (stupné volnosti), F (F-hodnota a P (P-hodnota) byly
stanoveny podle analyzy rozptylu (ANOVA).
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4.2.2 Vnitrokorenova kolonizace na gradientu dostupnosti dusiku

Dostupnost dusiku v kultivaénim substratu byla u vSech druht AM hub prokézana jako
signifikantni faktor, ktery ovliviioval jejich schopnost kolonizovat hostitelskou rostlinu

(Tabulka 10).

CcC M GM Rl
‘ Df F P F P F P F P
\ Hyfy 14,031  <0,001 11,921 <0,001 2,742 0,028 4282  <0,001
Dusik | 6  Arbuskuly 5358  <0,001 2,392 0,048 2,129 0,076 11,167 <0,001
| Vezikuly 6,416  <0,001 - - 7,181  <0,001

Tabulka 10. Vliv faktoru dostupnost dusiku (Dusik) na frekvencz hyfv korenech (Hyfy), relativni Cetnost
arbuskul (Ar, Arbuskuly) a relativni Cetnost vezikul (Vr, Vezikuly) AM hub druhu C. claroideum (CC), F.
mosseae (FM), G. margarita (GM) a R. irregularis (RI) v korenech rostlin prvniho experimentu. Df
(stupné volnosti), F (F-hodnota) a P (P-hodnota) byly stanoveny podle analyzy rozptylu (ANOVA).

Malou miru kolonizace hyfami vykazoval druh G. margarita (Obrazek 6C). Naproti
tomu nejvyssi hodnoty cCetnosti hyf byly pozorovany u rostlin zaoCkovanych druhem R.
irregularis (Obrazek 6D). Ve vSech pfipadech byla pozorovdna pomérné velka variabilita
naméfenych hodnot, zejména pak v pfipad¢é rostlin zaockovanych druhem C. claroideum
(Obrazek 6A) na substratu chudém na dusik. Velka variabilita frekvence kolonizace byla patrna

také v ptipad¢ rostlin rostoucich v symbidze s druhem R. irregularis (Obrazek 6D).

Pti analyze dat hyfové kolonizace na gradientu dusiku v kultivacnim substratu byl u
vSech druhtit AM hub zjistén vyznamny pokles frekvence hyf v kofenech na hladin€ N6. Naproti
tomu maximalni ¢etnost hyf byla pozorovana v niZSich sttednich hodnotach v N1 a N2 u R.
irregularis a F. mosseae (Obrazek 6B,D) a v NO u C. claroideum (Obrazek 6A). Z Graf
6C,B,D je patrné, Ze druhy F mosseae, G. margarita a R. irregularis vykazovaly v NO
podobnou kolonizaci kotent jako v N1. Zatimco C. claroideum na prostiedi s extrémné nizkou
dostupnosti dusiku reagoval v porovnani s vy$§imi hladinami dostupného dusiku (N1 — N6)
vyraznym zvysSenim vnitrokofenové kolonizace rostliny (Obrazek 6A), u R. irregularis byl na

hladin€ NO pozorovan signifikantni pokles hyfové kolonizace ve srovnéni s hladinou N2.
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Graf 6. Zavislost hyfove kolonizace uvedené v procentech kolonizovaného pletiva primarni kiry korene
na dostupnosti dusiku (NO nejnizsi, N6 nejvyssi) u jednotlivych druhii AM hub — Claroideoglomus
claroideum (A4); Funneliformis mosseae (B); Gigaspora margarita (C); Rhizophagus irregularis (D).
V grafech jsou zndzormény rozdily pomoci vicendasobného porovnani Tukeyova HSD testu. Boxy
oznacené stejnym pismenem se statisticky vyznamné nelisi na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Boxploty
v grafech vyznacuji 1. (dolni cast) a 3. (horni cast) kvartil nameérenych dat, horizontalni linie zndazornuje
median. Vertikalni linie vychazejici ze stiedni casti diagramii kolono nahoru a dolit vyjadiuji variabilitu
dat pod prvnim a nad tretim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body v grafech predstavuji odlehlé
hodnoty.

Relativni ¢etnost arbuskul AM hub byla u druhu R. irregularis a C. claroideum vyrazng
ovlivnéna dostupnosti dusiku. U F. mosseae a G. margarita je tento trend méné vyznamny,
pficemz v ptipadé G. margarita byl na hladiné vyznamnosti 0,05 vliv dusiku tésné

nesignifikantni (P=0.076) (Tabulka 10).

Oproti vySe uvedenému piipadu kolonizace hyfami (Obrazek 6), Cetnost arbuskul
nevykazovala u druhti F. mosseae a G. margarita na hladindch dusiku zadné statisticky
vyznamné rozdily (Graf 7B,C). AM houba druhu C. claroideum dosahovala nejvyssi relativni
Cetnosti arbuskul pfinizkych hladindch dusiku (NO). Naproti tomu nejvetsi variabilita v
relativni Cetnosti arbuskul byla pozorovana u druhu R. irregularis. Stejné jako v ptipadé C.
claroideum, 1zolat R. irregularis tvoril nejvice arbuskul pfi riistu v nizkych koncentracich
dusiku (NO) (Graf 7A,D). Zatimco u druhu C. claroideum nebyl pozorovan signifikantni pokles

koloniza¢nich jednotek ani pfi o stupenn vysSi hladiné dusiku (N1), R. irregularis v této
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koncentraci dusiku vykazoval podobné hodnoty jako ve znaéné vyssi dostupnosti dusiku (N3
az N6). Vyjimkou zustala stfedni hladina dusiku oznacend N2, pii niz R. irregularis tvofil
arbuskuly s podobnou intenzitou jako v nizsi (NO a N1) i1 vyssich (N4 a N6) dostupnosti dusiku
(Graf 7D). U vSech AM hub jsme pozorovali trend poklesu Cetnosti arbuskul se zvySujici se

dostupnosti dusiku.
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Graf 7. Zavislost relativni Cetnosti arbuskul (Ar) uvedené jako bezrozmerné jednotce odpovidajici
pomeéru frekvence arbuskul a hyf v procentech kolonizovaného pletiva primarni kiiry korene na

vy

claroideum (A); Funneliformis mosseae (B); Gigaspora margarita (C); Rhizophagus irregularis (D).
V grafech jsou znazornény rozdily pomoci vicendsobného porovnani Tukeyova HSD testu. Boxy
oznacené stejnym pismenem se statisticky vyznamné nelisi na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Boxploty
v grafech vyznacuji 1. (dolni ¢ast) a 3. (horni ¢ast) kvartil namérenych dat, horizontalni linie zndzornuje
medidn. Vertikalni linie vychdzejici ze stredni casti diagramii kolono nahoru a doli vyjadiuji variabilitu
dat pod prvnim a nad tietim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body v grafech predstavuji odlehlé
hodnoty.

Vezikuly v kotfenech rostlin tvotily pouze druhy C. claroideum a R. irregularis. V obou
ptipadech se dostupnost dusiku prokdzala jako signifikantni faktor ovliviujici jejich relativni

cetnost (Tabulka 10).

V ptipadé¢ druhu C. claroideum nepozorujeme linearni zéavislost relativni Cetnosti
vezikul na vzestupné dostupnosti dusiku (Graf 8A). V porovnani s hladinami dusiku
ozna¢enymi N1 a N6 jsou statisticky vyznamné odlisné hladiny NO, N4 a N5 (Graf 8A).
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Naproti tomu relativni Cetnost vezikul druhu R. irregularis v nejvyssi koncentraci
dusiku N6 neni vyznamn¢ odli$na od stfednich hodnot koncentrace dusiku (Graf 8B). Podobn¢
jako u relativni Cetnosti arbuskul (Graf 7D) vSak pozorujeme trend poklesu cetnosti vezikul
s narustajici dostupnosti dusiku. Hladina N5 je statisticky vyznamné& odlisna od hladin NO a N1

(Graf 8B).

A C. claroideum B R. irregularis

1.00 1.00

b

0.00

75
a
ab
ab 2 5 ac ) b
C
3 b a bc
> al
- b N * c
55 — 0.25 — —
0.00 i
ND N1 N N5

N2 3 N4 NE NO N1 N2 N3 N4 N5 NG
Koncentrace dusikuku Koncentrace dusikuku

Graf 8. Zavislost relativni Cetnosti vezikul (Vr) uvedené jako bezrozmérné jednotce odpovidajici poméru

frekvence vezikul a hyfv procentech kolonizovaného pletiva primarni kiiry korene na dostupnosti dusiku
Rhizophagus irregularis (B). V grafech jsou zndazornény rozdily pomoci vicendasobného porovnani
Tukeyova HSD testu. Boxy oznacené stejnym pismenem se statisticky vyznamné nelisi na hladiné
vyznamnosti P = 0,05. Boxploty v grafech vyznacuji 1. (dolni cast) a 3. (horni cast) kvartil namérenych
dat, horizontalni linie znazornuje median. Vertikalni linie vychazejici ze stredni casti diagramii kolono
nahoru a dolii vyjadruji variabilitu dat pod prvnim a nad tietim kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body
v grafech predstavuji odlehlé hodnoty.

4.2.3 Mimokorenova kolonizace na gradientu dostupnosti dusiku

Dostupnost dusiku v péstebnim substratu méla statisticky vyznamny vliv na rozvoj
ERM. Dostupnost dusiku se u v§ech pozorovanych AM hub prokazala jako signifikantni faktor,
ktery ovliviiuje schopnost AM hub kolonizovat substrat (Tabulka 11).

ERM

| cc FM GM RI

Dusik | Df F P F P F P F P
6 19,203  <0,001 13,631  <0,001 10,064 <0,001 | 31,687 <0,001
Tabulka 11. Vysledky analyzy rozptylu (ANOVA) délky mimokorenového mycelia (ERM) na gradientu
dusiku v kultivacnim substratu (Dusik) v druhém pokusu u jednotlivych druhit AM hub — C. claroideum
(CC), F. mosseae (FM), G. margarita (GM) a R. irregularis (RI). Df (stupnée volnosti), F (F-hodnota) a
P (P-hodnota) byly stanoveny podle analyzy rozptylu (ANOVA).

Druhy C. claroideum a F. mosseae shodné vykazovaly nejnizsi hustotu ERM v krajnich
(NO a N6) a stfedni (N3) hodnoté¢ koncentrace dusiku (Graf 9A,B). Podobny trend byl
pozorovan i u druhti R. irregularis a G. margarita. Kolonizace substratu druhem C. claroideum

byla nejvyssi na hladin€ dusiku oznac¢ené N4, zatimco tatdZ koncentrace v piipadé¢ druhu F
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mosseae nebyla statisticky vyznamné odlisné od koncentrace N2 (Graf 9B). Je zajimavé, ze
délka ERM u druhu G. margarita byla nejvyssi rovn€z v koncentraci oznacené N4.
Z dostupnych vysledkt vyplyva, ze zatimco druhy C. claroideum, F. mosseae a G. margarita
dosahovaly optimalni délky ERM v koncentraci ozna¢ené N4, druh R. irregularis mél optimum

délky ERM posunuto do vyssi hladiny dusiku, tj. N5 (Graf 9D).
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Graf 9. Délka mimokorenového mycelia (ERM) jednotlivych druhit AM hub — Claroideoglomus
claroideum (4); Funneliformis mosseae (B),; Gigaspora margarita (C); Rhizophagus irregularis (D) —
v zavislosti na hladiné dusiku (NO nejnizsi, N6 nejvyssi). V grafech jsou zndzornény rozdily pomoci
vicenasobného porovnani Tukeyova HSD testu. Boxy oznacené stejnym pismenem se statisticky
vyznamné nelisi na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Boxploty v grafech vyznacuji 1. (dolni cast) a 3.
(horni cast) kvartil namérenych dat, horizontalni linie znazornuje median. Vertikalni linie vychazejict
ze stiedni casti diagramii kolono nahoru a doli vyjadruji variabilitu dat pod prvnim a nad tietim
kvartilem (tzv. vousy). Jednotlivé body v grafech predstavuji odlehlé hodnoty. MéFitka osy y jsou stejna
pro dvojice hub C. claroideum (A), G. margarita (A) a F. mosseae (B), R. irregularis (D).
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5. Diskuse

5.1 Rozvoj arbuskuliarné mykorhizni symbiozy
5.1.1 Rozvoj AM hub

Z dosavadnich vyzkumt vyplyva, ze AM houby se vyznamné 1isi ve svych schopnostech
kolonizace hostitelskych rostlin, substratu a perzistence v prostiedi (Hart, Reader &
Klironomos, 2001; Stiirmer, Bever & Morton, 2018; Chaudhary et al., 2020). Pfedpoklada se,
ze rychli kolonizétoii budou produkovat velké mnozstvi spor s kratkou dormanci a disponovat
schopnosti rychlého a expanzivniho rastu (Hart, Reader & Klironomos, 2001). To vyzaduje
vysokou dostupnost zdroju, kterd se s Casem snizuje. Pomali kolonizatofi by méli byt odolnéjsi
vici Spatné dosazitelnym zdrojim a disponovat schopnosti vysoké vytéznosti mineralnich latek
z prostiedi (Hart, Reader & Klironomos, 2001; De Souza & Declerck, 2003). Do jaké miry

tento rozvoj reguluje druh hostitelské rostliny je vSak dosud nejasné.

Oba experimenty prokazaly rozdilnou dynamiku, rozsah a strukturu kolonizace
hostitelskych rostlin mezi izolaty. To mize byt zpisobeno riznymi znaky jednotlivych druhi
AM hub, jako je rychlost riistu mycelia (Hart & Reader, 2002a), nakladani s mineralnimi
latkami (Klironomos, McCune & Moutoglis, 2004; Ijdo et al., 2010), odlisny pomér
vnitrokofenového mycelia (IRM) a mimokofenového mycelia (ERM) (Hempel, Renker &

Buscot, 2007) €1 rozdilné infekénost spor (Klironomos & Hart, 2002).

Koloniza¢ni jednotky druhu G. margarita byly v kotfenech rostlin po celé obdobi
kultivace pozorovany v nejmensi mife, coz je v souladu s piedeslymi studiemi, které tuto AM
houbu zafazuji mezi pomalu rostouci druhy (Hart & Reader, 2002b). Ptestoze se faktor sklizné
neprokazal jako signifikantni (Tabulka 5), na Graf 3C ve ¢tvrté sklizni po osmnacti tydnech
pozorujeme mirny stoupajici trend hyfové kolonizace v kotenech rostlin. Zda se, ze mira tohoto
narustu ve ¢tvrté sklizni je ovlivnéna druhem rostliny. G. margarita je obvykle povazovana za
AM houbu naro¢nou na uhlik (Lendenmann et al., 2011; Thonar et al., 2011; Ji1 & Bever, 2016;
Blazkova et al., 2021). Vzhledem k nejzietelnéjSimu narGstu cetnosti hyfové kolonizace
v symbidze s vojtéskou se 1ze domnivat, ze prave tento rostlinny druh nejvice podporoval rist
AM houby (Corréa, Cruz & Ferrol, 2015). To miize byt zpiisobeno tim, Ze rostlina AM houbé&
poskytuje nejveétsi mnozstvi uhliku, nebot’ je nejlépe zasobena dusikem, jehoz fixaci

symbiotickymi bakteriemi navic AM symbio6za stimuluje (Piischel et al., 2017).

Zatimco v symbioze AM hub se svefepem, jitrocelem a ¢irokem dochadzelo po osmnacti

tydnech u vSech izolath k rlzné vyraznému poklesu koloniza¢nich jednotek, symbidza
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s vojtéSkou vykazovala ziejmy narust vnitrokofenovych struktur AM hub v Case. Zda se, ze
mira kolonizace kofent AM houbami neni bakteriemi rodu Rhizobium negativné ovlivnéna
(Primieri et al., 2022). Bakterie jsou v ontogenezi rostliny aktivni difive nez AM houby a
v pozdnich fazich symbiozy je jiz jejich aktivita mala ¢i zadna (Pitkdjéarvi et al., 2003; Chou et
al.,2019; Velandia, Reid & Foo, 2022). Je proto mozné, ze vojtéska v pozdnich fazich symbiozy
disponuje volnym uhlikem, ktery mtze poskytnout symbiotické houbé. To se miize projevovat

dramatickym nartistem kolonizace rostliny (Graf 3A,B,C,D).

Nejvyssi miru kolonizace vykazoval druh R. irregularis. Ten je jako zastupce Celedi
Glomeraceae povazovan za jednoho z nejrychlejsSich kolonizatorii (Hart & Reader, 2002b).
V probéhlém experimentu R. irregularis vykazoval mensi pocet kolonizacnich jednotek
v ranych fazich vyvoje v symbidze se svefepem a ¢irokem (Graf 3D). Navzdory tomu byly
namétené hodnoty kolonizacnich jednotek v pozdéjsich skliznich nasobné vyssi nez u jinych
druhtt AM hub. To mlze byt zplisobeno jednak vysokou infekénosti propaguli (Redecker et al.,
2013), jednak také schopnosti vytvatet rozsdhlou vnitrokofenovou biomasu (Hempel, Renker
& Buscot, 2007). Vedle rychlé kolonizace hostitele maji podle prace Martinez-Garcia et al.
(2015) clenové celedi Glomeraceae také schopnost pietrvat v prostiedi v delSim casovém
horizontu. To je v souladu s naméfenymi daty ve ¢tvrté sklizni po osmndcti tydnech. Prestoze
R. irregularis ve ¢tvrté sklizni vykazuje urcity pokles koloniza¢nich jednotek, jejich mnozstvi
stale vypovida o intenzivni kolonizaci hostitelskych rostlin. Z dostupnych praci vyplyva, Ze R.
irregularis svou rozsdhlou biomasou nasobné¢ ptevysuje jiné izolaty AM hub (Votiskova et al.,

2019; Blazkova et al., 2021; JanouSkova et al., 2023; Caccia et al., 2024).

Napfti¢ vSemi izolaty AM hub byly nejméné kolonizovanymi hostiteli rostliny svefepu,
coz odpovida pfedpokladu, Ze jsou tyto rostliny méné responsivni vii¢i mykorhize (Janos, 2007;
Hoeksema et al., 2010). Ackoliv jsou druhy C. claroideum a F. mosseae povazovany za stiedné
rychlé kolonizatory, vrcholu kolonizace kofenti svefepu dosahuji diive (po osmi tydnech) nez
rychly kolonizator R. irregularis (po dvanacti tydnech) (Hart, Reader & Klironomos, 2001;
Blazkova et al., 2021).

Ackoliv bylo v ptipadé G. margarita pozorovano méné rozsahlé IRM (Graf 3), relativni
cetnost arbuskul tohoto druhu byla srovnatelnd s ostatnimi izolaty (Graf 4). Lze se domnivat,
ze G. margarita je v komunikaci s hostitelskou rostlinou v porovnani s jinymi druhy AM hub
stejné €1 podobné aktivni (Caccia et al., 2024). Vzhledem k pozorované délce zivotniho cyklu
AM houby rodu Gigaspora (de Souza et al., 2005) nelze vyloucit, ze prob&hly experiment

nepostihl celou délku jejiho Zivotniho cyklu. Na druhou stranu, bylo pozorovano, Ze rod
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Gigaspora obecné tvofi méné kolonizacnich jednotek 1 v pozd¢€jSich fazich symbiozy (Hart &
Reader, 2002b). To se patrné rovnéz promitlo do nizké variability namétenych dat G. margarita

v porovndni s ostatnimi izolaty.

AM symbidzu tvofi velké mnozstvi rostlinnych druhti (Smith & Read, 2008).
relativné kratkou Zivotnost, piiblizné€ tii az Sest dnti (Brundrett & Peterson, 1985, Gryndler et
al., 2004). Arbuskuly existuji pouze kratkou dobu na vrcholu vyvojové kiivky a cely
arbuskularni cyklus trva kolem osmi dni, pfi¢emz aktivni faze arbuskul tvoii pouze 33 % celého
cyklu (Alexander et al., 1989). V dasledku toho namétena data zahrnuji rtizna vyvojova stadia
arbuskul. Je proto mozné, ze velka variabilita dat v prvni sklizni ¢iroku v symbidze s izolaty C.
claroideum, F. mosseae a R. irregularis (Graf 4A,B,D) naznacuji variabilni nastup aktivni
symbiotické faze mezi sklizenymi rostlinami (Kobae & Hata, 2010). Trend opozdéného néastupu
aktivni symbidzy pozorujeme u rostlin svetepu v symbidze s izolaty F. mosseae, G. margarita
a R. irregularis (Graf 4B,C,D). Ostatni rostliny vykazovaly maximalni hustotu arbuskul
v ranych fazich symbidzy, po Ctyfech tydnech. Zatimco tvorba arbuskul je postupny proces,
kolaps arbuskule ma velmi rychly pribéh (Toth & Miller, 1984), ktery je dokon¢en béhem 2,5
— 5,5 hodin (Kobae & Hata, 2010; Li ef al., 2019). U rostlin vojtésky a jitrocele v symbiodze s C.
claroideum, F. mosseae a R. irregularis byl pozorovan prudky pokles ¢etnosti arbuskul v ramci
kolonizace ve treti a Ctvrté sklizni po dvanacti a osmnécti tydnech kultivace, coZ svéd¢i o

rychlejsi degradaci arbuskul viici jejich tvorbé.

Analyza relativni Cetnosti arbuskul odhalila signifikantni interakce mezi druhem
rostliny a sklizni, coZ poukazuje na odliSnou dynamiku rozvoje aktivnich struktur AM hub
napfi¢ rostlinami. Zatimco vliv rostliny na rozvoj hyfové kolonizace byl prokdzan pouze
v druhé sklizni, jeji ucinek na Cetnost arbuskul se projevil v obou analyzovanych skliznich. Ve
vSech ptipadech byl pozorovan pokles Cetnosti arbuskul v Case, coz naznacuje klesajici aktivitu
AM hub v dodéavkach fosforu (Silveira & Cardoso, 2004; Wipf et al., 2019). Jak rozvoj hyfové
kolonizace, tak Cetnost arbuskul byly prokdzany jako symbiotické mykorhizni znaky. Vliv
rostliny se ve vétsi mife projevoval v Cetnosti arbuskul. Mira tohoto vlivu se pak lisila mezi AM
houbami. Hodnoty indikujici interakci mezi uvedenymi faktory byly nejvyssi v ptipadé F
mosseae a C. claroideum (Tabulka 5), tj. u druhd, které rostlinu kolonizovaly stiedné rychle.
Nejmensi vliv rostliny je naopak patrny u nejpomalejsiho kolonizatora, G. margarita. Zda se,
ze vliv rostliny se nejvice projevuje prave u stfedné rychlych kolonizatorti, nejméné pak u

pomalych kolonizéatort. Rychla proliferace AM houby koteny ziejmé vyzaduje vétsi kontrolu
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mladé rostliny nad tvorbou struktur zodpovédnych za vyménu latek, tj. arbuskul (Blazkova et

al., 2021).

Vezikuly v prvnim experimentu tvofila pouze AM houba R. irregularis (Graf 5).
Nejméné¢ vezikul bylo pozorovano v symbidze se svefepem, nejvice pak s ¢irokem. Je zajimavé,
ze v ranych fazich symbidzy se svefepem R. irregularis vezikuly netvofil, coz je v souladu
s pozd€jsim nastupem rozvoje arbuskul (Graf 4D). Olsson ef al. (2011) tvrdi, Ze nejhojnéjsi
prvek obsazeny ve vezikuldch je fosfor, dale pak vapnik, sira, kfemik a draslik. To naznacuje
ptipravu AM houby na hiife dostupny fosfor poskytovany rostlin€ v pozdé€jsich fazich symbidzy
(Kiers et al., 2011; Fellbaum et al., 2014). To by bylo v souladu s trendem poklesu hustoty
vezikul v pozdé&jsich skliznich (Graf 5), kdy jiz dochazi k vyrazné spotiebé zasobnich latek AM
houby urcenych jak k vyméné s hostitelskou rostlinou, tak pro vystavbu novych struktur (Bago
et al., 2002). V symbidze se svefepem a vojtéskou pozorujeme trend poklesu ¢etnosti vezikul,
coz odpovida klesajici Cetnosti arbuskul tohoto izolatu. Vliv rostliny na cetnost tvorby vezikul

nebyl prokézéan, coz indikuje, Ze tvorba vezikul je houbovym mykorhiznim znakem a druh

rostliny na jejich hustotu nema vliv.

5.1.2 Rozvoj na gradientu dusiku v kultivaénim substratu

Dusik mé v riistu AM hub ambivalentni postaveni. Vzhledem k jeho zavislosti na dalSich
faktorech byl formulovan tzv. dusikovy paradox (Johnson, 2010). U¢inek hladiny koncentrace
dusiku zavisi na soucinné limitaci fosforem. Relativni mnozstvi fosforu a dusiku proto mize
do zna¢né miry urcovat mykorhizni funkci (Johnson et al., 2003; Blanke et al., 2005).
Vzhledem k tzké provéazanosti dusiku s dalSimi faktory prostiedi, jako je dostupnost fosforu a
uhliku (Johnson et al., 2003; Blanke et al., 2005), vody (Wu et al., 2021), véku hostitelské
rostliny, teploté, svétlu (Biicking & Kafle, 2015) ¢i pritomnosti dalSich organismii (Meng et al.,
2015), je obtizné pro AM houby stanovit absolutni hranici limitace dusikem. Z dostupnych
vyzkumt je v8ak zfejmé, Ze dusik hraje pfi ustanoveni AM symbidzy kli€¢ovou, a¢ nejasnou roli
(Johnson et al., 2003; Corréa, Cruz & Ferrol, 2015; Piischel et al., 2016).

V provedeném experimentu dostupnost dusiku v kultivaénim substratu vyznamné
ovlivnila rozvoj AM symbidzy, coz je v souladu s piedeslymi pracemi (Treseder & Allen, 2002;
Nouri et al., 2014; Bueno de Mesquita et al., 2018; Jiang et al., 2018; Wang et al., 2024).
Vsechny izolaty AM hub vykazovaly na hladinach dostupnosti dusiku v kultivacnim substratu
velkou variabilitu ve struktufe vnitrokofenové a mimokotenové kolonizace, coz poukazuje na

Siroké spektrum druhovych odpovédi AM hub.
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Nizké koncentrace dusiku v kultivatnim substratu by podle zédkonu minima mély
predpokladat vétsi investici AM hub do rastu ERM (Johnson, 2010). Tim by mohly ziskat lepsi
pfistup k limitujicimu zdroji. Dle vysledku experimentu vSak AM houby v nizkych
koncentracich dusiku disponovaly nejméné rozsdhlym myceliem (Graf 9). Je mozné, ze
v nejnizsich koncentracich dusiku nemély AM houby dostatek zdroja pro produkei stavebnich
latek a vystavbu mimokoienovych struktur (Corréa, Cruz & Ferrol, 2015) a nedostupnost
dusiku inhibovala rtst rostliny i AM houby (Piischel et al., 2016). To potvrzuje ptedpoklad, ze
AM houby jsou naro¢né na dusik (Hodge & Fitter, 2010; Grman & Robinson, 2013; Corréa,
Cruz and Ferrol, 2015; Piischel et al., 2016) a v zavislosti na dalSich podminkach prostiedi
dochazi pti jeho nedostatku k ristové inhibici AM hub i rostlin (Corréa, Ferrol & Cruz, 2024).
Vysledky experimentu naznacuji stoupajici trend ve vyssich hladinach dusiku a nasledny pokles

hustoty ERM v nejvyssi koncentraci dusiku (Graf 9).

V délce ERM na gradientu dusiku pozorujeme zna¢né mezidruhové rozdily AM hub.
ERM G. margarita dosahovalo 1 v nejvy§sich naméfenych hodnotich fadove nizsi délky (Graf
9C) nez mycelium R. irregularis a F. mosseae, coZ je v rozporu s pracemi, které poukazuji na
rozsahlé mimokotenové struktury tohoto druhu (Hart & Reader, 2002; de Souza et al., 2005).
Zda se, ze G. margarita je na dusik v porovnani s ostatnimi izolaty méné responsivni. Vzhledem
k délce jejiho zivotniho cyklu je pravdépodobné, Ze nizkd odpovéd na dusik je zpiisobena
nedostate¢né rozvinutym myceliem (Chagnon, Bradley & Klironomos, 2015). Predeslé studie
poukazuji na lepsi reakci G. margarita na prostiedi s obtizn€ dostupnymi zdroji (Hart & Reader,
2002; Johnson et al., 2003; Lerat et al., 2003). Lze se proto domnivat, Ze vliv dusiku by se na

koloniza¢nich znacich izolatu projevil az v del§im ¢asovém horizontu.

Optimalni vystavbu ERM pozorujeme v hladin€ dusiku ozna¢ené N4 u vSech izolati
AM hub kromé R. irregularis, u néjz je optimum posunuto do hladiny NS5. Nejrozsahlejsi ERM
tedy R. irregularis tvotil v podminkach limitace ristu rostliny fosforem, avSak ne v jeho
extrémni deficienci. Vzhledem k tomu, ze R. irregularis je obvykle oznacovan za ruderalni druh
(Chagnon, Bradley & Klironomos, 2015), je mozné, ze je vaci vyssi dostupnosti dusiku

tolerantné;jsi.

Na druhou stranu pokles vnitrokofenovych a mimokotenovych struktur ve stfednich
hodnotéach koncentrace dusiku (N3) odpovida optiméalnimu riistu rostlin za vyvazeného podilu
dusiku a fosforu (Pfiloha 3 a 4). Lze se domnivat, ze tyto podminky prostiedi nepodnécuji
rostlinu k intenzivni vyméné latek s AM houbou a rozsah strukturnich jednotek AM hub tak

mize byt vice ¢i mén¢ omezeny (Johnson, 2010). Ve vyssich hladinach dusiku byly rostliny
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limitovany fosforem, v nizSich dusikem. To mulze vést ke stimulovanému rlstu
mimokotenovych struktur (Govindarajulu et al., 2005). Zatimco v podminkéch extrémné nizké
koncentrace dusiku AM houba s rostlinou o dusik kompetuje a dochédzi k vyznamné redukci
jejich rastu (Piischel et al., 2016), mirné zvySena, avSak stale limitujici dostupnost dusiku miize
vést ke stimulovanému riisstu AM houby a dodavkam dusiku rostlin€¢ (Govindarajulu et al., 2005;
Piischel et al., 2017). Extrémné vysoké koncentrace dusiku pak vedou k inhibici ristu AM hub
(Corréa, Ferrol & Cruz, 2024). Biomasa rostlin byla v této koncentraci mala, ale rostliny byly

stale zivotaschopné.

To by znamenalo, ze zatimco v extrémnich hladinach dusiku je rist AM hub ovlivnén
podminkami prostfedi, ve stfednich hodnotich jsou rlstové vzorce ovlivnény zejména
fyziologii rostlin. Usp&§nost AM hub v kolonizaci hostitele a prostfedi pak miize byt dana spise
toleranci izolatu AM houby k nezévislosti rostliny na symbidze (tj. mensich dodavkach uhliku)
(Johnson, 2010; Kiers ef al., 2011; Zheng et al., 2015), nez na samotné toleranci k abiotickym
faktorim. Lze fici, Ze riistova reakce AM hub na dostupnost dusiku v kultivacnim substratu ve
stitednich hodnotach jeho koncentrace odpovida symbiotickému mykorhiznimu znaku, nebot’ je
z velké miry ovlivnéna obéma symbionty. Naopak v krajnich hodnotach koncentrace dusiku je

vliv rostliny mens$i a kolonizaéni schopnosti AM hub odrézi spiSe houbové mykorhizni znaky.

Je zajimavé, ze rozvoj IRM a ERM se na gradientu dusiku v kultivaénim substratu
vyznamné liSil. Zatimco optimalni riist ERM byl pozorovan na hladin¢ oznacené N4 u druht C.
claroideum, F. mosseae a G. margarita (Graf 9A,B,C) a N5 v ptipad¢ druhu R. irregularis
(Graf 9D), vystavba vnitrokotfenové kolonizace méla na gradientu dusiku prevazné klesajici
trend (Graf 6). To naznacuje, ze nizkd koncentrace dusiku vede k Gc¢inngj$i kolonizaci
hostitelské rostliny, zatimco vys$si koncentrace dusiku vedou k u¢innéjsi kolonizaci substratu.
Efektivni kolonizace hostitelské rostliny v nizké koncentraci dusiku by mohla znamenat ti¢ast
AM houby na pfijmu dusiku (Yao, Ohtomo & Saito, 2010; Bucking, Liepold & Ambilwade,

2012; Piischel et al., 2017). 1 zde vSak pozorujeme zna¢né mezidruhoveé rozdily.

C. claroideum a G. margarita dosahovaly nejvyssi miry kolonizace ptevazné v nizkych
koncentracich dusiku kultivacniho substratu (Graf 6A,C), pficemz toto optimum bylo
srovnatelné ¢i niz$i neZ kolonizace obou rychlych kolonizatorQ, R. irregularis a F. mosseae
(Hart & Reader, 2002a). Tyto izolaty mély optimalni rozvoj hyfové kolonizace posunut do
vysSich hladin dusiku (Graf 6B,D). Kolonizace kotenil je vSak do velké miry relativni parametr,
ktery zavisi na ristu rostliny. V extrémné nizkych koncentracich dusiku rostliny rostou Spatné

(Ptiloha 3 a 4) a i pomalu proliferujici AM houba s menSim mnozstvim vnitrokofenovych
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jednotek miize dosdhnout vysokého podilu kolonizace kotfenového systému. Vysoka kolonizace
F. mosseae a R. irregularis na hladinach dusiku N1 a N2 mize také naznacovat, ze AM houby
rostliné¢ limitujici zdroj dusiku poskytuji, zacez ziskévaji fotosynteticky fixovany uhlik
(Jakobsen & Hammer, 2015; Hestrin et al., 2019). Ten mohou nésledné investovat do vystavby
novych struktur. Naproti tomu ve stfednich hodnotach dostupnosti dusiku muize byt kofenovy
systém rostlin natolik rozsahly, Ze jej pomalu rostouci AM houby kolonizuji jen z velmi malé
procentudlni Casti. Pomérné vysoka kolonizace relativné rychlych kolonizatort rostlin R.
irregularis a F. mosseae (Hart & Reader, 2002a) ve stiednich hodnotach dusiku s optimalnim
rustem rostliny naznacuje, ze na rozdil od C. claroideum a G. margarita jsou tyto druhy schopny
ziskat od rostliny uhlik, ackoliv sama hostitelska rostlina od nich mineralni latky nepotiebuje
(Johnson, Graham & Smith, 1997; Fellbaum et al., 2014). Tuto hypotézu podporuje také lepsi

rist nemykorhiznich rostlin na hladin¢ dusiku N3 (Ptiloha 3 a 4).

Lze se domnivat, Ze rychla kolonizace s sebou nese vysokou naro¢nost na dusik. Autofi
Yao, Ohtomo & Saito (2010) ve své praci demonstruji, ze zvySeny obsah dusiku a fosforu
v presymbiotické fazi muze napomahat k akumulaci polyfosfatii, coz by mohlo znamenat
mozné, zZe rychli kolonizatofi jsou tak na symbidzu ve vyssi dostupnosti piidniho dusiku 1épe
pfipraveni a mohou ucinnégji kolonizovat hostitelskou rostlinu. Vzhledem k limitaci rostlin
fosforem ve vysSich hladinach koncentrace dusiku v kultivacnim substratu Experimentu 2 Ize
také fici, ze rychle rostouci AM houby jsou lépe piipraveny reagovat na rostlinnou potiebu
fosforu (Jansa, Mozafar & Frossard, 2005). To se pak v rdmci vymény fosforu za uhlik promita
do velkého nartistu ERM AM hub. V souladu s praci Treseder ef al. (2018) a rychlou kolonizaci
prostiedi, G. irregularis navic vykazoval toleranci k vysoké dostupnosti dusiku (hladina N6),
kde byly rostliny extrémné limitovany fosforem. Odolnost téchto AM hub mize byt dana
jednak lep$im pfistupem k mineralnim latkdm (zejména fosforu) a jejich U€innéjSi smeéné za
uhlik, ale také malymi energeticky uspornymi sporami (Aguilar-Trigueros et al., 2019). Naproti
tomu sporulace druht s velkymi energeticky naro€nymi sporami, mize v prostredi s vysokou

koncentraci dusiku selhdvat (Saito, Oba & Kojima, 2011; Chen et al., 2020).

Klesajici trend na gradientu dusiku v kultivaénim substratu pozorujeme rovnéz
v ptipad¢ Cetnosti arbuskul v kolonizaci kotent (Graf 7). Druhy C. claroideum a R. irregularis
vykazovaly nejvys$i Cetnost arbuskul v nejniz8i hladiné dostupnosti dusiku (Graf 7A,D),
zatimco optimalni aktivita F. mosseae byla posunuta do sttednich hodnot hladiny dusiku (Graf

7B). Hustota arbuskul izolatu G. margarita byla rovnomérnd ve vSech zvolenych hladinach
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dostupnosti dusiku v kultivacnim substratu (Graf 7C). V ptipadé¢ C. claroideum a G. margarita
je tento vysledek konzistentni s intenzivni vystavbou IRM v nizké dostupnosti dusiku. R.
irregularis byl jediny druh AM houby, ktery vykazoval aktivitu mycelia i ve vysoké dostupnosti
dusiku, coz pozorujeme jak v Cetnosti arbuskul, tak vezikul (Graf 7D, Graf 8D). Z vysledki
struktury ERM a IRM lze usuzovat, ze R. irregularis dosahuje stabilni kolonizace hostitelské
rostliny i substratu ve vysokych hladinach dostupnosti pidniho dusiku. To naznacuje vyssi
toleranci druhu vii¢i vysokému obsahu dusiku v pide¢, kterd nebyla zaznamendna u ostatnich

izolath AM hub (Treseder et al., 2018).

Houbové vezikuly jsou obvykle povazovany za struktury zodpovédné za ukladani
zasobnich latek (Cooper & Losel, 1978). Zatimco nejvyssi Cetnost téchto struktur byla u R.
nejcetnéjsi ve vyssich hladinach dusiku (N4) (Graf 8A). To je zajimavé zejména vzhledem ke
ziejmému poklesu aktivity mycelia v Cetnosti arbuskul (Graf 7A). Z dostupnych vysledku je
mozné se domnivat, ze AM houby ukladaji zasobni latky jak v aktivni fizi symbiozy, tak v jejim
utlumu, kdy je pfistup k novym zdrojim uhliku jiz znaén€¢ omezeny. V kontextu obou
experimentl je navic zajimava absence vezikul izolatu C. claroideum v prvnim pokusu. Bylo
pozorovano, ze oproti zastupciim celedi Glomeraceae, ktefi tvofi vezikuly v hojném mnozZstvi,
druhy celedi Claroideoglomeraceae vytvaii vezikuly spiSe ziidka (Souza, 2015; Willis ef al.,
2016). Lze se domnivat, ze v aktivitni tvorbé vezikul C. claroideum hrala dostupnost dusiku
klicovou roli. Vzhledem k zatazeni izolath R. irregularis a F. mosseae do ¢eledi Glomeraceae,
skupiny AM hub s Cetné vytvarenymi vezikuly, si lze rovnéZz povSimnout, Ze u F. mosseae
nebyly vezikuly pozorovany ani v jednom z provedenych experimentli (Al-Qarawi, Mridha &

Dhar, 2013).
5.2 Metodické aspekty

Oba provedené experimenty byly realizovany formou nddobové kultivace ve skleniku, coz ndm
umoznilo kontrolovat kultivaéni podminky. Nevyhodou téchto podminek je omezeny objem
pudniho substratu. Ten AM houbam v ptirodnich podminkach umoznuje rozsifovat prostor,
znéhoz Cerpaji ziviny prostfednictvim ristu ERM, coz miize mit pozitivni G¢inek na rust
rostliny i vnitrokofenovych kolonizacnich struktur AM hub (Smith & Read, 2008). Umély
substrat smési zeolitu, pisku a malé pfimési pidy navic do znatné miry omezuje mnozstvi
dostupnych minerdlnich zdroji. V del§im casovém horizontu (v uvedeném experimentu
v méfitku ¢tvrté sklizn€ po osmnacti tydnech) miize omezeny objem a slozeni ptidniho substratu

omezovat rozvoj AM symbiozy.
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Alternativou ke sklenikovému pokusu je pokus polni, ktery umoznuje studovat
dynamiku symbidzy v piirozeném prostiedi. V piirozenych piidnich podminkach vSak vzdy
existuje vice druhti hub. Vzhledem k tomu, Ze oba experimenty studovaly znaky jednotlivych
druht AM hub, nebylo by provedeni takového experimentu mozné. Druhy experiment rovnéz
vyzadoval presnou regulaci podminek substratu z hlediska kontrolované hladiny dostupnosti
dusiku. Vzhledem k interakci s dal$imi mineralnimi prvky (zejména fosforem) by byl takovy

vyzkum v polnich podminkéch neproveditelny.

Pii porovndvani rozvoje riznych izolati AM hub je vzdy klicovym faktorem
standardizace inokula hub tak, aby rozvoj hub nebyl limitovan mnoZzstvim infek¢nich jednotek,
ptipadné aby byl timto faktorem limitovan u vSech porovnavanych hub podobné (Klironomos
& Hart, 2002; Mummey, Antunes & Rillig, 2009). V obou experimentech byla optimalizace
inokula provedena odliSnym zptisobem. Divodem, pro¢ byl v prvnim experimentu zvolen
manudlni vybér jednotného poctu spor, byl diraz kladeny na dynamiku rozvoje AM symbiozy.
Tento zplsob inokulace nebyva pfili§ Casty, nebot” manudlni vybér spor je velmi pracny a
casove naro¢ny (Bianciotto ef al., 2017; Crossay et al., 2017; Srisom et al., 2020). V poc¢atcich
rozvoje symbidzy je velikost inokula podstatnd, nebot se AM houby vyznamné lisi
v infekénosti rliznych propaguli. Ackoliv nemusi byt kliceni vSech spor stejné, jedna se o
teoreticky nejpreciznéj$i zpiisob standardizace inokula. Vzhledem k ranému odbéru prvni
sklizné (po ctyfech tydnech) bylo nutné zajistit podminky pro stejnou ¢i velmi podobnou

infek¢nost vybranych izolati AM hub.

Jinym exaktnim zplsobem by byla standardizace mnozstvi infek¢nich propaguli AM
hub prostiednictvim testu MPN (anglicky ,,most probable number*), ktery je zalozeny na fedéni
inokula (VotiSkova ef al., 2016) a umoziiuje stanovit mnozstvi infek¢énich propaguli v jednom
gramu substratu. Vyhodou tohoto pfistupu je teoreticky vysoka piesnost vzhledem k rozdiliim
v infek¢nosti riznych druhtt AM hub. Nevyhodou jsou extrémné velké rozdily v pfirozené
infektivit¢ jednotlivych druhtt AM hub v pudé, a tedy i v objemech potifebného inokula.
Rizikem je také, ze se infektivita AM hub v ¢ase zméni, respektive poklesne (Janouskova et al.,

2013).

Vzhledem k tomu, Ze druhy experiment nepiimo porovnéaval optimalni riist AM hub na
gradientu dusiku v kultivaénim substratu, byl zpiisob inokulace upraven na optimalizaci
prostiednictvim jednotného objemu. Vybér vhodné narostlych a stejné starych kultur
v kulminujici fazi rozvoje AM symbidzy je méné presnou, avSak Casové efektivni metodikou

optimalizace inokula. Inokulum kazdého izolatu bylo zkontrolovédno, aby byla zjiSténa vysoka
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cetnost spor u kazdé varianty, zajistujici optimalni rozvoj kolonizace, tj. aby rozvoj houby
nebyl limitovan nedostatkem inokula. K infekénosti inokula zde navic pfispivala ptfitomnost
dalsich propaguli jako jsou fragmenty IRM (Klironomos & Hart, 2002). Druhy experiment byl
sklizen po osmi tydnech, coz by mélo zajistit dostate¢ny rozvoj symbidzy umeérné ke
koloniza¢nim schopnostem jednotlivych izolati AM hub.

Je zfejmé, ze optimalizace inokula riznych druhit AM hub je obtizna disciplina a neni
mozné zajistit stoprocentni jednotu v infek¢énosti odlisnych izolatd. Je proto nutné optimalizaci

inokula pfizpusobit pfedevsim uceliim konkrétniho experimentu.

5.3 Shrnuti prace

Cilem prace bylo popsat variabilitu znaktit AM hub v zavislosti na hostitelské rostlin€, dobé
trvani mykorhizni symbidzy a dostupnosti dusiku. Do jaké miry jsou mykorhizni znaky uréeny
houbou a rostlinou je stile pfedmétem diskusi. Jednd se vSak o podstatny dil¢i krok

v porozuméni fungovani mykorhizniho vztahu a jeho podobdm v rizném prostiedi.

Rozvoj kolonizace AM hub je ovlivnén znaky AM hub i rostlin. Znaky obou symbiontt
se promitaji do dynamiky kolonizace i do jeji konkrétni irovné a morfologie, resp. cetnosti
arbuskul a vezikul. Vysledna data poukéazala na vyrazny ucinek druhu hostitelské rostliny na
rozvoj hyfové kolonizace v ranych fazich symbidzy, pfi¢emz vliv rostliny byl nejvyraznéjsi u
sttedné rychlych kolonizator. Nejmensi vliv rostliny byl naopak pozorovan u nejpomalejSiho
AM kolonizatora. S postupem ¢asu byl vliv rostliny umensen a dynamika hyfové kolonizace
byla z vétsi miry ur€ena druhem AM houby. Zajimavy rozvoj kolonizace AM houbami byl
pozorovan u vojtésky. VSechny izolaty AM hub zde vykazovaly vysoky podil koloniza¢nich
jednotek 1 v pozdnich fazich symbidzy, kde byl v pfipadé jinych druhti rostlin naméfen vyrazny
pokles vSech kolonizac¢nich struktur AM hub.

Vysledky experimentu odhalily rozdilnou mezidruhovou odpovéd’ AM hub na dusik
v kultivanim substratu. Na gradientu dusiku v zalivce byl C. claroideum zatazen mezi druhy
preferujici nizkou koncentraci dusiku, F. mosseae a G. margarita mezi druhy nejlépe rostouci
ve stfednich koncentracich dusiku a R. irregularis byl shodné s predeslymi studiemi (Treseder

et al., 2018) oznacCen za druh tolerujici vysoké hladiny koncentrace dusiku.

Extrémné nizké hladiny dusiku v kultivaénim substratu mély odlisny vliv na rozvoj IRM
a ERM. Pro kolonizaci kotfenti a ¢etnost arbuskul byly nizké koncentrace dusiku v kultivaénim
substratu spiSe stimulujici, a to v zavislosti na konkrétnim izolatu. Naproti tomu rozvo] ERM

byl extrémné nizkou hladinou dusiku v kultivaénim substratu inhibovan. Extrémné vysoké
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hladiny dostupného ptidniho dusiku inhibovaly rozvoj IRM i ERM. Vyjimka byla pozorovana
pouze v ptipad¢ vystavby IRM R. irregularis. Lze se domnivat, ze druh vykazuje vyssi toleranci
k vysokému obsahu ptidniho dusiku, ktera nebyla pozorovana u ostatnich studovanych izolati

AM hub (Treseder et al., 2018). Zda se, ze odpoveéd’ AM hub na dostupnost dusiku ve vystavbé

vvvvvv

Je zfejmé, ze AM symbiodza je komplexni vztah, jehoz dynamiku ovliviiuji znaky AM
hub, hostitelskych rostlin a abiotické a biotické faktory prostiedi. Znaky obou symbiotickych
organismt mohou urcovat slozeni houbovych i rostlinnych spolecenstev v raznych podminkach
prostiedi (Hart & Reader, 2002). Znaky AM hub se mohou meénit v zavislosti na globalnich
zméndch klimatu a obsahu dusiku v padé (Braghiere ef al., 2021). Reakce AM hub na zmény
téchto faktorti jsou zatim odvozovany pouze od jejich ptirozeného vyskytu v riznych biotopech
(Davison et al., 2021). Vysledky téchto studii mohou byt ve velké mife ovlivnény
mezidruhovou kompetici a interakci s dal$imi organismy (naptiklad patogeny), a nemusi tak

odpovidat potencialnimu rozsifeni AM hub.

Budouci vyzkum v této oblasti by se mél zabyvat studiem riznych znakit AM hub
(naptiklad mira vnitrokofenové kolonizace, délka ERM, aktivita relevantnich enzymd, velikost
spor ¢i nacasovani sporulace) na gradientu dalSich abiotickych faktorti jako je teplota,
koncentrace fosforu ¢i pH. Navazujici vyzkum by napomohl k identifikaci houbovych a
mykorhiznich znakt dileZitych pro fungovani AM symbidzy v riiznych podminkéch prostredi.
Dalsi studium by mohlo byt zamé&feno na §irs§i spektrum mykorhiznich znaka a hostitelskych
rostlin. Hlub$i pochopeni znakti rtiznych izolati AM hub by pfispelo k pochopeni slozeni
spolecenstev napti¢ abiotickymi a biotickymi podminkami prostiedi. Prace svymi vysledky
pfispéla k pochopeni faktorti, které ovliviiuji rozvoj AM hub. Vysledky této prace mohou byt
vyuzity k dal§imu vyzkumu variability znakit AM hub a jejich reakcim na abioticky stres a

ptispét tak k hlubSimu pochopeni fungovani mykorhizy v podminkach meéniciho se klimatu.
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6. Zavér

Préace popsala dynamiku rozvoje mycelia vybranych izolati AM hub a variabilitu téchto dat

v zavislosti na hostitelské rostlin€ a dostupnosti dusiku v kultivacnim substratu.

Byly stanoveny nésledujici hypotézy:

1. Dynamika rozvoje AM hub je symbioticky mykorhizni znak urceny druhem
hostitelské rostliny a morfologickymi znaky AM houby.

Hypotéza byla potvrzena. Rozvoj hyfové kolonizace i relativni ¢etnost arbuskul

jsou symbiotické mykorhizni znaky, pfi¢emz mira vlivu rostliny se lis§i mezi

riznymi izolaty. Nejmensi vliv rostliny byl patrny u G. margarita, AM houby

s nejpomalej$im rozvojem.

2. AM houby se lisi ve schopnosti kolonizovat hostitelské rostliny. Rozvoj kolonizace
hyfami a Cetnost vezikul jsou mezi riznymi druhy hostitelskych rostlin méné

variabilni nez ¢etnost arbuskul.

Hypotéza byla potvrzena. Rostlina ovlivnila dynamiku hyfové kolonizace 1
Cetnosti arbuskul v ramci kolonizovanych c¢asti kotenti. Vliv rostliny byl
vyrazn¢j$i v dynamice tvorby arbuskul, kde byly pozorovany zietelnéjsi rozdily
mezi rostlinami. Naopak v ptipadé Cetnosti hyf byly pozorované rozdily mezi
rostlinami mensi, u vétSiny druhlt AM hub (C. claroideum, F. mosseae a G.
margarita) se nelisily celkové, ale v zdvislosti na Case. Vezikuly tvoftil pouze
izolat R. irregularis, na jejich tvorbu neméla rostlina vliv. V naSem

experimentalnim systému se tedy jednalo Cist€¢ o houbovy mykorhizni znak.

3. Vnitrokorenové a mimokorenového mycelium se liSi v odpovédi na dostupnost
dusiku v kultivaénim substratu. Extrémné nizké a extrémné vysoké hladiny dusiku
inhibuji rozvoj obou struktur.

Hypotéza byla potvrzena CcasteCné. Vnitrokofenové mycelium (IRM) a
mimokofenové mycelium (ERM) se vodpovédi na dostupny dusik

v kultiva¢nim substratu li§i. Optimalni koncentrace dusiku pro rozvoj ERM byla
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vys$8i nez pro rozvoj IRM. Extrémné nizké hladiny dusiku mély pozitivni vliv
na kolonizaci kofenti a ¢etnost arbuskul v kolonizovanych kotfenech a negativni
vliv na rozvoj ERM. V extrémn¢ vysokych hladinach dostupného pidniho
dusiku byl rist ERM vsech izolatli inhibovan. Proliferace IRM byla v extrémné
vysokych hladinach dusiku v kultivaénim substratu inhibovéana u vSech druha
s vyjimkou izolatu R. irregularis. AM houby se tedy na gradientu dusiku
v kultiva¢nim substratu projevovaly podobné¢, avsak s vyjimkou R. irregularis,

ktery byl k vyssi dostupnosti dusiku méné citlivy.
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7. Seznam priloh

Priloha 1 — Statisticka analyza vahy nadzemni suSiny hostitelskych rostlin v Experimentu 1
Priloha 2 — Statisticka analyza vahy suSiny kofeni hostitelskych rostlin v Experimentu 1
Priloha 3 — Statistickd analyza vdhy nadzemni suSiny hostitelskych rostlin v Experimentu 2
Priloha 4 — Statisticka analyza vahy suSiny kotenii hostitelskych rostlin v Experimentu 2
Priloha 5 — Kultivace rostlin zasazenych do Experimentu 1

Priloha 6 — Sklizen Experimentu 1

Priloha 7 — Udrzovani Experimentu 2 a zalévaci roztoky s riiznou koncentraci dusiku

Priloha 8 — Vnitrokofenova kolonizace F. mosseae na hladin€¢ dostupnosti dusiku N2
v Experimentu 2

Priloha 9 — Vnitrokofenova kolonizace R. irregularis na hladiné¢ dostupnosti dusiku NS5
v Experimentu 2

Priloha 10 — Vnitrokofenova kolonizace F. mosseae na hladin¢ dostupnosti dusiku N5
v Experimentu 2

Priloha 11 — Fragmenty mimokotfenového mycelia F. mosseae v Experimentu 2
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