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MYKORHIZNI SYMBIOZA
- O SOUZITI HUB S KORENY ROSTLIN

Milan Gryndler
Mikrobiologicky Gstav AVCR, v.v.i.

Symbioza jako prirodni fenomén

Terminu symbidza se plvodné uZivalo k pojmenovani dlouhodobého a té&sného souziti dvou riiz-
nych organizmd (pe Bary 1879) a tento termin pokryval Siroké spektrum vzajemnych vztaht - od
symbidzy oboustranné prospésné (mutualistické) po symbidzu parazitickou (kdy jeden ze zucast-
nénych organizmi Zije na Ukor druhého). Postupem doby zadal byt termin symbiéza chapan
a pouzivan v uzsim slova smyslu, tedy pro oznaceni mutualistické symbidzy. Pfesto se v posled-
nich desetiletich, spolu s poznanim, e symbiotické vztahy jsou funkéné velmi riznorodé, znovu
zacina uplatnovat Sirsi chapani tohoto terminu. Je velmi obtizné definovat, jaky vztah jesté je
a jaky jiz neni symbidzou v $irokém smyslu slova a je velmi pravdépodobné, Ze tyto dva zplsoby
koexistence organismU nelze ostte odlisit. Dlkladn&j&i definice terminu symbidza totiZ predpo-
kladaji, ze symbiotické organismy ziji v iUzkém vzajemném vztahu, pficemz zaroven neposkytuji
dostatecné silné kritérium pro urceni, ktery vztah je Uzky a ktery jiz nikoli. Méné narocné defi-
nice charakterizuji symbiézu pouze jako souZiti dvou nebo vice rlznych organismd.

Zda se, ze vétdina organisml v biosféfe Zije v néjaké formé symbiotického vztahu v Sirokém
smyslu slova, nebot vechny slozky biosféry na sebe né&jakym zplsobem vice & méné plsobi,
i v Uzkém smyslu slova (tj. vztah prostorové vazaného ,hostitele” se ,symbiontem”). I kazda
eukaryotni bufika (véetné bunék lidského téla) mize byt totiz povazovadna za symbiotickou struk-
turu slozenou z nékolika vzajemné velmi Gzce spolupracujicich a dnes jiz neoddélitelnych orga-
nismd. DGvod, pro¢ existuje v prirodé bezpocet prikladi symbidzy mezi rliznymi organismy neni
dosud zcela jasny a zfejmé nespociva pouze v evoluc¢nich vyhodach plynoucich ze vzniku symbi-
otického vztahu (Svith 1991). Zfejmé jde zejména o vyraz velmi silné tendence zivych struktur
k sebeorganizaci, specializaci a zvysovani slozitosti (MarGuLis 1999).

Charakteristika mykorhizni symbiozy

Mykorhizni symbidza je zvlastnim pfipadem symbidzy obecné, a to takovym pfipadem, kdy
jednim partnerem je houba (oznacujeme ji jako mykobiont) a druhym partnerem je rostlina,
presné&ji: jeji pletiva kofenové pokozky a primarni kofenové klry (rostlinu v tomto pripadé
oznacujeme jako fytobiont). I v pfipadé mykorhizni symbidzy badatelé Casto podléhaji pravdé-
podobné& mylné tendenci vysvétlovat jeji existenci vyhradné jako disledek vzajemné prospé&sné
spoluprace mezi fytobiontem a mykobiontem, tedy ¢isté& fyziologickymi divody.

Mykorhizni symbidza je v pFfirodé velmi rozsifena. Vlastné je mozno fici, ze péstujeme-li pokusné
rostlinu v nepfitomnosti mykorhiznich hub, ¢inime cosi velmi neprirozeného. Néjakou mykorhizni
houbu totiz ve svych korenech hosti velka vétSina rostlin, a to véetné lesnich drevin vSech pod-
nebnych pasl. Nalézt v pfirodé rostlinu bez mykorhiznich hub je proto obtizné.

Rozeznavame nékolik typl mykorhizni symbidzy. Tzv. endomykorhizni typy se vyzna&uji pronika-
nim mykorhizni houby do vnitfniho prostoru bunék hostitelova korene. Jsou to arbuskularni my-
korhizni symbidza, erikoidni mykorhizni symbidza a orchideoidni mykorhizni symbidza. Dalsi typ,
ektomykorhizni symbiéza, je naopak charakteristicky tim, Ze se mykorhizni houba nachazi pouze
v prostorech mezi bunkami, v mezibunécnych (intercelularnich) prostorach.



Mykorhizni houby (mykobionti) patfi mezi houby stopkovytrusé (Basidiomycota, bazidiomycety),
vieckovytrusé (Ascomycota, askomycety), spajivé (Zygomycota, zygomycety) a mezi houby
patrici do velké, ¢esky nepojmenované skupiny (fyla) Glomeromycota (GrynpLER et al. 2004).

Arbuskularni mykorhizni symbiéza je v prirodé nejrozSirenéjSim a vyvojové nejstarSim
typem mykorhizni symbidzy. Je charakteristickd mezibunécnymi i vnitrobunéénymi vidkny houby
(hyfami) a zejména zvlastnimi bohaté vétvenymi vnitrobunécnymi Utvary nazyvanymi arbus-
kuly. Orchideoidni mykorhizni symbiodza se vyskytuje pouze u orchideji (rostlin fadu Orchi-
dales). Je charakteristickd zavity hyf (smotky, pelotony) uvnitf bunék hostitele a jeho dvoji
kolonizaci. Prvni kolonizace nastava zahy po vykliceni semene v prvoklicku (protokormu). Druha
kolonizace probihd v kofenovych pletivech. Kolonizovény jsou buriky koFenové kiry, pokozkou
houba pouze pronika. Jako mykobionty zde vystupuji zejména stopkovytrusé houby. Erikoidni
mykorhizni symbidza se vyskytuje u rostlin fadu Ericales. Vyznacuje se také zavity hyf (smotky)
uvnitf bunék, je vak pdsobena jinymi mykorhiznimi houbami nez mykorhizni symbiéza orchi-
deoidni - zejména houbami vieckovytrusymi. Nejvice jsou kolonizovany burnky kofenové pokozky,
smérem do hloubky kofenovych pletiv houbovych struktur rychle ubyva. Ektomykorhizni sym-
bidéza je charakteristicka tim, Ze houba nepronika bunécnou sténou do vnitiniho prostoru bunék
hostitele. Na rozdil od vy$e zmin&nych endomykorhiznich typl symbiézy je houbou kolonizovany
usek korfene (mykorhiza) ¢asto morfologicky zménény (ztlustly), a vyrazné se tak tvarem odli-
$uje od kotfenl nekolonizovanych. Hyfy hub v mezibun&&nych prostorach zpravidla tvofi tzv.
Hartigovu sit a splet hyf na povrchu kolonizovaného kofene (mykorhizy) byva oznacovana jako
hyfovy plast. Ektomykorhizni symbidza je znama témér vyluéné u dfevin a je tvofena ponejvice
houbami stopkovytrusymi a vieckovytrusymi. Z hub spajivych je zndmo jen né&kolik malo druh{,
které ziji v ektomykorhizni symbioze.

Mnoho rdznych druht mykorhiznich hub se v pldé vyskytuje sou¢asné a tvofi zde spole¢en-
stvo. Vldkna mykorhiznich hub propojuji vnitfni prostor kofene s pldnim prostifedim a vytva-
Feji heterogenni objemnou sit, kterd byva nékdy nazyvana myceldlni kontinuum. Houba v$ak
nekolonizuje koren zcela, ale omezuje se na nékteré jeho ¢asti - na kofenovou pokozku (rhizo-
dermis) a na primarni kofenovou kiru, tj. na zpravidla nékolik dalgich vrstev bun&k pod kofe-
novou pokozkou.

Vztah mezi mykobiontem a fytobiontem je v . mykorhizni symbidze velmi jemné vyladén, pficemz
dochézi k aktivaci fady gend, které jsou v nemykorhiznim koteni neaktivni nebo malo aktivni,
a k omezeni aktivity jinych gend, které se naopak v mykorhiznim koFeni neprojevuji. Tyto jevy,
tzv. zmény regulace genové exprese, a s nimi spojeny tok informace mezi obéma partnery jsou
predmetem intenzivniho zajmu Spickovych vyzkumnych pracovist, kterd se vyzkumem mykorhl-
zni symbidzy dnes zabyvaji. Rada novych poznatk{ pFichazi zejména ze studia regulace genové
exprese u arbuskularni mykorhizni symbidzy (Seppas et al. 2009), ktera je z fyziologického a bi-
ochemického hlediska ponékud prehlednéjsi (homogennéjsi) nez ektomykorhizni symbidza.
Ostatni typy mykorhizni symbidzy jsou z tohoto hlediska studovany méné.

Vlastnosti thallu (mycelia) mykorhiznich hub urcuji ekologické vlastnosti my-
korhizni symbiozy

V&echny mykorhizni houby rlznych typd maji nékolik ekologicky dlleZitych spolednych vlast-
nosti, které umoznuji, abychom se zamysleli nad ekologickym vyznamem mykorhizni symbidzy
obecné a abychom také mohli obecné chapat fyziologii mykorhizni symbiozy.

Jsou to tyto vilastnosti:

1. Velky povrch mycelia a sou¢asné& schopnost zasahovat i do nepatrnych pldnich prostor,
které jsou kofenovému systému rostlin primo nedostupné.

2. Schopnost pfimé vymeény latek s hostitelskou rostlinou prostfednictvim tésného fyzického
kontaktu i vymény latek s pidnim prostfedim.

3. Existence vlaknité stélky (mycelia), umoznujici pfenos latek cytoplazmou (transport) na
vyznamné vzdalenosti.



Z téchto tfi vlastnosti vyplyva zakladni ekologickd charakteristika mykorhizni symbidzy: my-
korhizni houby Ucinné propojuji kofenovy systém hostitelské rostliny s prostfedim. Vétsina zna-
losti, které dnes o tomto propojeni mame, se tyka vymeény hmoty; o toku energie mezi rostlinou
a pudou mame vé&domosti méné&. Velmi mélo vime o vyméné informace, tedy naptiklad o tom,
jak mykorhizni houby na zakladé pritomnosti riiznych signalnich latek upravuji své vztahy k jinym
pGdnim organizmim.

Mykorhizni houby a organicky uhlik v ptdé

Vyse zminénou myslenku propojeni ptdy a rostliny Ize nejlépe doloZit chovanim mycelia arbuskular-
nich mykorhiznich hub. Toto mycelium je neprfehradkované (cenocytické) a nejlépe je mozno si pred-
stavit jeho funkci jako funkci jemného potrubi, jimz obousmérné proudi cytoplazma unasejici rlzné
latky. U&inné rozvadi v plidé organicky vazany uhlik, ktery byl hostitelskou rostlinou pti fotosyntéze
zabudovan do organickych latek a transportovan do korene. Jde o proces dosti rychly. Bylo zjisténo,
7e v pribé&hu 21 hodin po asimilaci projde 4-6% asimilovaného uhliku myceliem mykorhizni houby,
je prodychano a opét ve formé& CO, navraceno do atmosféry (Jonnson et al. 2002).

Toto rozvadéni uhliku arbuskuldrnimi mykorhiznimi houbami ma ddlezité ekologické disledky.
Je napriklad ddvodem snizené kompetice (soutéZeni o zdroje) mezi jednotlivymi rostlinnymi
druhy v rostlinném spolecenstvu, protoze mykorhizni houba je schopna transportovat uhlik
(ve formé uhlikatych organickych latek) ziskany od jedné hostitelské rostliny k rostliné druhég,
jak bylo prokazano s vyuzitim radioaktivniho izotopu uhliku **C (LeraT et al. 2002).

Podobné i mycelidlni sit tvofena ektomykorhiznimi houbami je schopna obohacovat pidni pro-
stfedi organickymi latkami ziskanymi pfi fotosyntéze hostitelskou rostlinou. Bylo to dokumen-
tovédno pokusem, pfi némz byly ektomykorhizni a kontrolni rostliny borovice Pinus densiflora
inkubovany v atmosfére obsahujici oxid uhli¢ity znaceny radioaktivnim uhlikem *“C (Wu et al.
2002). Radioaktivita se nejprve objevila v jehli¢i a pozdé&ji pronikala do koFent a ptdniho my-
celia neidentifikované mykorhizni houby. Na zakladé té&chto vysledk{ Ize odhadnout, Ze zhruba
24 % asimilovaného uhliku transportovaného ptivodné do kofenového systému rostlin se nako-
nec dostalo do mycelia ektomykorhizni houby, odkud mohlo byt uvolnéno do pddniho prostiedi
ve formé& nejriiznéjsich produktld metabolizmu houby.

Mycelium ektomykorhiznich hub také dokaze z pldy ke koFeni pfivadét vodu, a tim ptdu vy-
sou$et. Na vlhkosti pldy v8ak zavisi rychlost mikrobidlnich rozkladnych procesi: pti klesajici
vlhkosti klesd i rychlost rozkladu organickych latek v pldé&, coz znamenad, ze by ektomykorhizni
houby mohly také timto zplisobem obohacovat ptidu o organickou hmotu - a tento jev byl sku-
te¢né pozorovan (Koipe & Wu 2003).

Ektomykorhizni houby v&ak také produkuji do prostfedi Fadu hydrolytickych enzym(, které se
uplatiuji pfi rozkladu organickych latek. Tim se zasadné liSi od arbuskularnich mykorhiznich hub,
u nich? je produkce téchto enzymU velmi omezend. Nékdy se uvadi, ze se ektomykorhizni houby
od saprotrofnich, difevo rozkladajicich hub lisi tim, Ze neprodukuji enzymy fenoloxidazy a pero-
xidazy, které se na rozkladu ligninovych latek obsazenych ve dfevni hmoté podileji. Mycelium
ektomykorhiznich hub v8ak v ptitomnosti spole¢enstva daldich pldnich organizmd (napf.
v nadobovych kulturach ektomykorhiznich rostlin) pomérné Casto vykazuje vyznamné aktivity
riznych enzymU a je vybaveno celou &kélou gent zodpovédnych za jejich produkci (Burke & Calr-
NEy 2002). Tyto enzymové aktivity se pak uplatiuji pfi uvolfiovani minerdlnich Zivin vazanych
v organické hmoté (odumfelé biomase, semenech) a jejich opétovném zpristupnéni hostitelské
rostliné (TieeeTT & Sanpers 2002, Buee et al. 2007).

Vysledny vliv ektomykorhiznich hub na obsah organickych latek v pldé tedy zaleZi na tom, zda pre-
vazi jejich podil na rozkladu téchto latek, nebo zda se vice uplatni obohacovani prostiedi organickymi
ldtkami privadénymi do pldy myceliem z hostitelské rostliny. Tato otdzka neni uspokojivé vyresena.

Pomoci polymorfizmu délek restrikénich fragmentt DNA bylo zji§t&no, Ze jak saprotrofni, tak ektomy-
korhizni houby Ize rozli$it do skupin podle toho, jaké pldni horizonty osidluji (Dickie et al. 2002): houby
specializované na vrstvu opadu (litter specialists), houby specializované na fermentacni horizont F, na
humusovy horizont H, na hlubsi horizonty i houby pfitomné ve vSech horizontech najednou. Nap¥iklad
druh Ramaria concolor se vyskytoval vyhradné ve vrstvé opadu Pinus resinosa, druhy Scleroderma
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citrinum (pestrec obecny), Clavulina cristata (kuratecko hrebenité) a Cenococcum geophilum se vy-
skytovaly ve vSech horizontech a druh Amanita rubescens (muchomuirka rtzovka) se vyskytoval
v horizontu H a v hlub&ich ptdnich horizontech. Zejména druhy vyskytujici se ve svrchnich horizon-
tech, bohatSich organickymi latkami, se pravdépodobné vyznamné podileji na rozkladu humusu.
Nelze se totiz domnivat, Ze jejich vyskyt v pldnich prostorach bohatych organickou hmotou je na-
hodny, vime-li zaroven, Ze jsou Casto schopny i polosaprotrofni vyzivy, jak je dale zminéno nize.

Predpoklada se, ze mykorhizni symbidzy ektomykorhizniho a erikoidniho typu jsou charakteristické
pro prostiedi s pomalym obratem uhliku (tj. pro prostredi s podminkami, které nepodporuji tvorbu
a rozklad organickych latek), zatimco arbuskularni mykorhizni symbidza je charakteristicka pro
prostredi, kde je tento obrat rychly (CorneLissen et al. 2001). Pfi hodnoceni kolobéhu uhliku v eko-
systému tedy miZe byt hodnoceni prevazujiciho typu mykorhizni symbidzy byt dileZitym voditkem.
Souhlasi to se schematickou predstavou o tom, Ze arbuskuldrni mykorhizni houby se vyskytuji ze-
jména na stanovistich, kde je hlavni humusovou formou mul, pficemz mul se vytvari v podminkach
rychlého vzniku i rozkladu pddni organické hmoty. Ostatni typy humusu jsou pak osidlovény ekto-
mykorhiznimi houbami a houbami erikoidniho typu, vyzbrojenymi enzymovym aparatem schopnym
fungovat i v nepfiznivych podminkach drsnéjsiho klimatu, a napf. také extrémniho pH.

Té&sné spojeni ektomykorhiznich hub s dynamikou pldni organické hmoty je v souhlase s jejich znac-
nym saprotrofnim potencidlem, ktery souvisi s jejich velmi ¢asto neustalenou nebo ostre nediferen-
covanou zivotni strategii. Ektomykorhizni symbiéza se nezavisle vyvinula v prib&hu poslednich
130-180 miliony let hned né&kolikrat (mozna mnohokrat) a zFejmé méla zasadni vyznam pro diverzi-
fikaci jak hostitelskych rostlin, tak i symbiotickych hub. DGvody, které nds presvédéuji o vicenasob-
ném vzniku ektomykorhizni symbidzy, plynou ze studia genetické informace nesené jednotlivymi
recentnimi druhy nemykorhiznich a ektomykorhiznich stopkovytrusych hub (Hissert et al. 2000).
Nejstaréi bazidiomycety Zily podle téchto vysledkl pravdépodobné saprotrofné a postupné se ,,ucily”
Zit v symbidze s rostlinami. Je ale velmi zajimavé, Ze ¢asto dochazelo i k opacnému procesu: nékteré
ektomykorhizni bazidiomycety po urcité dobé piedly zpét k saprotrofnimu zplsobu vyZivy. Tento
prechod od jednoho zplsobu obzivy ke druhému v$ak nemusel byt disledny, houba se mohla zasta-
vit ,na puli cesty” a mohla se Zivit polosaprotrofné, ¢ast vyzivy mohla ziskavat od hostitelské rostliny,
¢ast z organickych latek v prostiedi. Tento stav se odraZi v relativné dobré schopnosti mnoha druh(
ektomykorhiznich hub rist na umélych Zivnych pddach i v neptitomnosti hostitelské rostliny.

Je mozné, ze pravé vznikajici neustdleny ektomykorhizni vztah nemusi byt vyvazeny a houba
mlZe i poskozovat koteny a plsobit jako parazit. Zda se, Ze to je pfipad houby Entoloma sae-
pium, kterd podkozuje korenova pletiva hostitelské rostliny (rlZotvaré dieviny) véetné vrcholo-
vych meristém( (Acerer & WaLLER 1993). Podobné se chova také zavojenka podtrnka (Entoloma
clypeatum), kterd také poskozuje meristém, jeji rlst je v8ak v kontaktu s kofenem omezen
a hyfy degeneruji (KosavasHr & Hatano 2001), snad vlivem obrannych latek produkovanych kore-
nem. Makroskopicky se tato interakce projevuje mirnym zdufenim korfenovych pletiv a shoduje
se tedy v hrubych rysech s morfologii normalni ektomykorhizy.

Spolecenstvo ektomykorhiznich hub v lesnim ekosystému

Typicky se na plose lesa o velikosti 0,1 hektaru nachazi nékolik desitek druhl ektomykorhiznich
hub (Bruns 1995, Sraatsma et al. 2001). ProtoZe jsou jednotlivé druhy hub rozloZzeny v prostoru
nerovnomé&rné, pocet nalezenych druhl na lokalité velmi silné zavisi na Usili vynaloZzeném k je-
jich detekci (Horton & Bruns 2001). Napfiklad chceme-li zjistit na urcité lokalité co nejvétsi pocet
druhl ektomykorhiznich hub, mizeme se pokusit molekuldrn&-genetickymi metodami analyzo-
vat jednotlivé mykorhizy. ProtoZe se mycelium jednotlivych druhl vyskytuje v piidé mozaikovité,
Ize predpokladat, Ze i kolonizace korent mykorhiznimi houbami bude mozaikovitd, tzn. ze rizné
mykorhizy budou obsahovat houby rtiznych druhl. Je proto tieba z lokality odebrat velké mnoZstvi
mykorhiz a zjisfovat, jakymi druhy hub jsou kolonizovany. Aby byla timto zplsobem zachycena
vétsina druhd (napf. 90 %), je tfeba analyzovat molekuldrné-genetickymi metodami nékolik tisic
myk21rhiz (Horton & Bruns 2001, Tepersoo et al. 2003). Podet zachycenych druhd s poétem vyhod-
nocenych mykorhiz nejprve strmé stoupd, posléze vsak roste jen velmi pomalu.

K podobnym vysledkim dojdeme, pokud se budeme snazit zachytit co nejvice typl mykorhiz.
Tvar mykorhiz (morfotyp) se u jednotlivych druhd ektomykorhiznich hub poné&kud lii, a morfo-
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typova diverzita mykorhiz tedy do jisté miry vypovida o diverzité jejich spoleCenstva. Chceme-li
vdak zjistit, kolik morfotypd mykorhiz se na n&jakém stanovisti vyskytuje, analyzujeme po-
stupné mykorhizy z tohoto stanowste Zpocatku naJdeme velké mnozstvi JeJ|ch typu Kdyz v praci
pokraCUJeme nove nalezenych typU postupem &asu ubyva protoZe &im vice typu Jsme uz nasli,
tim vétsi mame jistotu, Ze kazdy dalsi hodnoceny typ uz ze stanovisté zname, Ze se tedy jen
opakuje. Postupné se tak polet novych typl prestava zvy$ovat a ndmi zjistény polet se blizi ke
skuteénému pocétu morfotypl na lokalit&. Potfebny pocet analyzovanych mykorhiz jde v tomto
piipadé také do tisicl (TavLor 2002).

Mozaikovita struktura vyskytu jednotlivych druhd hub na lokalité je velmi jemna a velmi pravdé-
podobné& maji pti prolindni genetl jednotlivé ¢asti této mozaiky rozméry nékolika centimetrd
(Tepersoo et al. 2003).

Metodami molekuldrni identifikace druhl bylo zji§t&no, Ze nejen Ze jeden a tentyZ strom ros-
touci v lese je obydlen mnoha druhy ektomykorhiznich hub (napf. Garbes & Bruns 1996) ale
také Ze v normalnim pddnim spole¢enstvu ektomykorhiznich hub nemusi neprevladat jeden
dominantni druh nad druhy ostatnimi dokonce ani v blizkosti plodnice jednoho z druht (Zhou
& Hogetsu 2002).

Biomasa mycelia ektomykorhiznich hub v lesni pddé mdZe nabyvat znaénych hodnot, odhaduje
se 800kg mycelia/ha (WaLLANDER et al. 2001) a mUzZe tvofit asi jednu tfetinu celkové mikrobidlni
biomasy. Vzhledem k tomu, e do pldy rozvadi znaéné mnozstvi uhlikatych latek z korenl rostlin,
maze byt dlleZitym faktorem ovliviiujicim kolob&h zejména uhliku v ekosystému.

Ekologické aspekty vyuziti mykorhiznich hub v praxi

Rozsifeni mykorhiznich hub je podrobeno vlivu ¢lovéka zejména proto, zZe se je Clovék pokousi
vyuzit ve svlj prosp&ch nebot nékteré vlastnosti mykorhizni symbidzy, kterd plisobenim my-
korhiznich hub v ekosystému vznikne, vedou ke zlep&eni rlstu rostlin, ke zlep&eni jejich zdra-
votniho stavu i odolnosti ke kidcim a koneé&né i ke zvydeni odolnosti k riznym formam stresu
vyvolaného prostiedim. Mykorhizni houby jsou proto do rdznych rostlinnych kultur introduko-
vany. Umé&la introdukce mykorhiznich hub do prostiedi, kde tyto houby nejsou plvodni v&ak
muUze byt z ekologického hlediska zadvaznym jevem (WEerr 2007). Cestou této ¢lovékem zprostied-
kované migrace (zavlékani) je jednak ni¢im nekontrolovand a neomezovana distribuce riznych
o¢kovacich ptipravk(, které mykorhizni houby obsahuiji, jednak introdukce sazenic jejich hosti-
telskych rostlin do novych prostfedi, kdy s rostlinami jsou pfemistovany nepozorované i jejich
symbiotické houby. Zatim se tak déje az na vyjimky (CHareLa et al. 2001) bez zavaznéjsich
negativnich dlsledkl, nebo nam tyto dlsledky nejsou dosud zndmy. Migrace mykorhiznich hub
je prostudovana nejlépe v pripadé hub ektomykorhiznich (VeLinga et al. 2009). Domnivam se, ze
i tento aspekt zasluhuje pozornost odborné verejnosti, zejména proto, ze pravidla, kterymi se
ridi vyskyt urcitého druhu v prostredi i pravidla jeho chovani v tomto prostfedi nejsou az na né-
kolik malo vyjimek znama. To znamena, ze s mykorhizni symbidzou zachazime v podstaté jako
s ¢ernou skrinkou, o jejimz obsahu nemame dosud dostatecné zretelnou predstavu.
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MIKORYZA W LESNICTWIE
I MIKORYZACJA SADZONEK W PRAKTYCE

Kazimierz Szabla
Katowice, Polsko

Mikoryzacja sadzonek
Znaczenie mikoryzy w zyciu lasu

Jednym z istotnych sktadnikéw zycia biologicznego gleb lesnych sq grzyby, a wsrdd nich grupa
tworzaca zwigzki symbiotyczne z drzewami leSnymi. Efektem tej symbiozy jest mikoryza, czyli
wspdlny organ ztozony z grzyba i korzenia, tzw. grzybokorzen. Zwigzki te tworzone sg z korze-
niami ostatniego rzedu, czyli korzeniami krétkimi. Wyrastajace z komodrek skorki wtosniki z chwilg
wejscia korzeni w kontakt mikoryzowy zanikajg, a ich funkcje przejmuje nowy organ zwany mi-
koryza. W naturze wystepuje bardzo duza réznorodnosc¢ form morfologicznych i anatomicznych
mikoryzy. Charakterystyczne dla uktadu wspoétzycia rosliny oraz grzyba cechy morfologiczne
i anatomiczne staty sie podstawg wyroznienia trzech gtéwnych typdw mikoryzy: ektomikoryzy,
endomikoryzy i ektendomikoryzy.

Dla drzew lesnych istotna jest ektomikoryza, czyli mikoryza zewnetrzna. W Swiecie roslin wy-
stepuje zaledwie u okoto 10% roslin, lecz w le$nictwie odgrywa niezwykle wazna role, gdyz jest
optymalng dla naszych drzew formg symbiozy. Strzepki grzyba wnikajg pomiedzy $ciany komo-
rek miekiszu kory pierwotnej korzeni tworzac tzw. sie¢ Hartiga, ale nigdy nie przerastajg komo-
rek endodermy i nie wnikajg do komorek walca osiowego. W rejonie sieci Hartiga nastepuje
wymiana zwigzkow mineralnych i organicznych miedzy obu symbiontami: grzyb przekazuje ros-
linie m.in. sole mineralne, wode, hormony i witaminy, a otrzymuje od niej gtdwnie cukry, ktorych
— z powodu braku chlorofilu — sam nie potrafi wytworzy¢. Wokdt korzeni krotkich, ktore ulegty
morfogenezie, tworzy sie opilénia (mufka grzybniowa). Strzepki grzyba wyrastajg z powierzchni
mikoryzy i przerastajg $rodowisko glebowe, tworzac liczne rozgatezienia — gestq sie¢. To one
pobierajg z gleby wode i substancje pokarmowe, ktore sznurami grzybniowymi wedrujg do rosliny.

W naszej strefie klimatycznej mikoryza ektotroficzna wystepuje naturalnie u wszystkich gtéw-
nych gatunkdéw lasotwdrczych. Jest ona obligatoryjna w warunkach naturalnych i dla wiekszosci
z nich ta forma symbiozy decyduje o zyciu. Ektotroficzne (odzywiajace sie przy pomocy ektomi-
koryzy) sg wszystkie gatunki z rodzaju Pinus (sosna), Picea (Swierk), Larix (modrzew), Abies
(jodta), Pseudotsuga (jedlica), Tsuga (choina), Quercus (dab), Fagus (buk), czy Carpinus (grab).
U innych gatunkéw drzew wystepowa¢ mogg obok ektomikoryzy inne formy symbiozy grzy-
bowej. W duzym stopniu zalezy to od warunkdéw srodowiska, w tym gtédwnie zyznosci gleby
i dostepnosci pokarmu. Ektomikoryze tworzg gtéwnie grzyby nalezace do podgromady Basidi-
omycotina (podstawczaki), z rzedu Agaricales. Biologiczna niezbednos$¢ grzybdw mikoryzowych
we wzroscie i rozwoju wiekszosci drzew lesnych jest zatem faktem.

Zwigzki ektomikoryzowe drzew z grzybami sg tworzone tym chetniej, im wieksze jest ubdstwo
pokarmowe gleby. Warunkiem tworzenia mikoryzy jest odpowiedni dostep $wiatta oraz wspotud-
ziat hormonow syntetyzowanych przez grzyby. Utarto sie powiedzenie profesora Stefana Kowal-
skiego, ze ,grzyby mikoryzowe zywig i bronig”. Zywia, gdyz majq zdolno$¢ pobierania pokarmu
zarowno ze zwigzkéw organicznych, jak i nieorganicznych w glebie, niedostepnych dla korzeni
autotroficznych. Przerastajgc zas strzepkami grzybni glebe znacznie rozleglej, niz uczynié to
mogag korzenie drzew, pobierajg sole mineralne. Strzepki w glebie, sznury grzybniowe oraz mufki
grzybniowe wokdt korzeni ostatniego rzedu, z uwagi na swojg gabczastg budowe, magazynujg
sole mineralne, a takze spore ilosci wody, przez co tagodza ujemny wptyw suszy.

Drzewa z mikoryzg uzyskujg wiecej soli mineralnych, a przez to sa lepiej odzywione. Mikoryza stymu-
luje natezenie i przebieg asymilacji, z ktérej produktédw w czesci korzystajg grzyby mikoryzowe.
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Mikoryza, oprécz funkcji fizjologiczno-zywieniowych, chroni drzewa le$ne przed grzybami i orga-
nizmami patogenicznymi, szczegodlnie tymi, ktore atakujg systemy korzeniowe. Ochrong sg mufki
i oplisnie wokdt korzeni krétkich. Mogg one takze zwiekszac odpornos¢ roslin na drodze bioche-
micznej, stymulujac syntetyzowanie takich substancji chemicznych, jak na przyktad zwigzki fe-
nolowe, czy fitoaleksyny, odpowiedzialne za ksztattowanie sie odpornosci roslin na choroby.
Sama grzybnia moze takze wydziela¢ do gleby substancje biologicznie czynne o charakterze an-
tybiotykow, hamujgce wzrost lub likwidujgce organizmy patogeniczne w poblizu korzeni.

Zwigzki symbiotyczne roslin z grzybami tworza sie w przyrodzie dynamicznie, podlegaja ciggtym
zmianom. O tym, ktory z grzybdw nawigze kontakt mikoryzowy, decyduje gatunek drzewa, faza
rozwoju drzewostanu, a takze siedlisko. Niektére rodzaje, (Boletus, Hebeloma), a nawet gatunki
grzybdw, tworza zwigzki mikoryzowe z wieloma gatunkami drzew, inne wyspecjalizowaty sie w
tworzeniu mikoryzy tylko z jednym gatunkiem (np. Suillus grevillei z modrzewiem, czy Rhizopo-
gon hteolus z sosng). Garnitur grzybéw mikoryzowych zmienia sie takze wraz z wiekiem drzewa.
Inne gatunki grzybdw tworzg mikoryzy z siewkami i sadzonkami, inne za$ z drzewami w fazie
tyczkowiny, dragowiny, czy drzewostandw starszych.

Dla kazdego gatunku drzewa, w powigzaniu z okreslonym srodowiskiem (siedliskiem) mozna dzis
ustali¢ garnitur grzybow, a takze mozliwe rodzaje mikoryzy. Wiedza ta jest przydatna w okresle-
niu zagrozen wynikajacych z wprowadzenia i hodowli drzew okreslonych gatunkéw w konkretnym
Srodowisku, jak tez w prognozowaniu, np. rozwoju sytuacji na terenach pod wieloletnim wptywem
silnej antropopresji, w tym imisji przemystowych. Moze takze postuzyé do podejmowania kon-
kretnych decyzji gospodarczych. Wiedzac bowiem, ze wtasciwym, genetycznie uksztattowanym
sposobem odzywiania sie drzew lesnych jest mikotroficzny, a nie autotroficzny sposéb zdobywa-
nia pokarmu oraz ze ektomikoryzy petnig takze wiele innych funkcji determinujacych prawidtowy
wzrost i rozwoj drzew, mozna okresli¢ obszary w gospodarce lesnej, na ktoérych nie ma warun-
kéw zapewniajacych w miare niezaktécony wzrost i rozwdéj drzew. Do takich obszardow naleza:

e szkdtki o dtugim i intensywnym okresie uzytkowania,
e grunty porolne przeznaczone do zalesienia,
e nieuzytki i gleby poprzemystowe rekultywowane,

e gleby lesne zdegradowane emisjami przemystowymi oraz przez wielkopowierzchniowe
pozary itp.

Potrzeby mikoryzacji

Z badan wynika, ze sadzonki, szczegdlnie drzew iglastych, hodowane w szkdétkach gruntowych
o wieloletnim okresie uzytkowania, wykazujg znaczne zaktdcenia fizjologiczno-rozwojowe, spowo-
dowane zanikiem grzybow ektomikoryzowych. Przyczyng jest, miedzy innymi, zmiana chemizmu
gleby (czesto jest nadmiernie alkaliczna), spowodowana nadmiernym nawozeniem, zwtaszcza
zwigzkami azotu, a takze powszechnym stosowaniem srodkéw ochrony roslin, zwtaszcza fungi-
cyddéw i herbicydow. Uzywane bowiem w wiekszych dawkach i z duzg czestotliwoscia, niszczag
grzyby ektomikoryzowe. Brak zas, odpowiedniego do fazy rozwoju i gatunku siewki, grzyba mi-
koryzowego powoduje duzg podatnosé sadzonek na choroby i koniecznos$é coraz czestszego sto-
sowania $rodkdéw ochrony roslin oraz nawozow, co jeszcze bardziej degraduje glebe. Powstaje
zatem zjawisko sprzezenia zwrotnego dodatniego (tzw. btedne koto).

W ostatnim stuleciu, na wielu kontynentach, a zwtaszcza w rejonach uprzemystowionych, gwat-
townie zaczety nasilac sie choroby lasu. Ogranicza to ich wielorakie funkcje, a nawet doprowadza
do zniszczen na duzych obszarach. Do gtdwnych przyczyn tych zjawisk nalezy bez watpienia
degradacja biologiczna gleb, spowodowana emisjami do gleby wielu trujacych zwigzkéw oraz
btedy w gospodarce lesnej. Jednym z istotnych skutkow tej degradacji jest zniszczenie wielu,
specyficznych dla gleb lesnych, skfadnikow jej zycia, szczegdlnie grzybdéw symbiotycznych, wa-
runkujacych prawidtowe funkcjonowanie ekosystemow lesnych.

W celu zapobiezenia degradacji gleb lesnych konieczna jest hodowla sadzonek zaopatrzonych we
wiasciwg mikoryze. Bedg one réwniez niezbedne do efektywnego odnawiania i zalesiania stale
zwiekszajgcego sie areatu gruntéw lesnych zdegradowanych emisjami przemystowymi,
powierzchni poprzemystowych, jak tez zwiekszajacej sie od kilkudziesieciu lat powierzchni pozar-
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zysk, a takze terendw wzdiuz autostrad. Sterowana zatem mikoryzacja nie jest celem samym
w sobie, ale wynika z zapotrzebowania na silne sadzonki, dobrze rosngce w trudnych warunkach.
Potrzeba mikoryzacji sadzonek drzew lesnych wynikajg przede wszystkim z:

e przyrodzonych witasciwosci roslin drzewiastych do mikotroficznego, a nie autotroficznego,
sposobu odzywiania, wyksztatconego przez trwajacy kilkaset milionow lat proces ewolucji;

e ksztattowania predyspozycji chorobowej rosliny w stosunku do organizméw patogenicz-
nych;

e roéznorakich zaktdcen mikrobiologicznych w miejscach hodowli materiatu sadzeniowego, np.
na szkotkach, gruntach porolnych, czy glebie zdegradowanej;

e zapewnienia optymalnych warunkdw wzrostu i rozwoju podstawowym gatunkom lasotwor-
czym w $rodowisku, w ktérym nie ma grzybdw ektomikoryzowych.

Mikoryzowane sadzonki powinny by¢ hodowane gtéwnie na potrzeby zalesiania:
e gruntoéw porolnych, zwtaszcza dfugo i intensywnie uzytkowanych;
e nieuzytkéw, w tym szczegodlnie nieuzytkéw poprzemystowych;
e gleb rekultywowanych;

e gleb lesnych zdegradowanych przez emisje przemystowe, pozary wielkopowierzchniowe lub
wielopokoleniowg niezgodnos$¢ biocenozy z biotopem, w tym szczegdlnie na obszarach wy-
stepowania huby korzeni Heterobasidion annosum, czy opienki Almillaria spp.

Metody mikoryzacji

W mikoryzacji mozna wyrdzni¢c metody oparte na stosowaniu naturalnego inokulum i metody
mikoryzacji sterowanej. W pierwszym przypadku istota zabiegu polega na przeniesieniu niezna-
nego, ale prawdopodobnie zréznicowanego pod wzgledem ilosciowym oraz jakoSciowym zbio-
rowiska grzybdéw mikoryzowych zasiedlajacych humus lesny do przygotowanego substratu ho-
dowlanego. W drugim na wprowadzeniu do substratu hodowlanego s$cisle okreslonej ilosci propa-
gul zidentyfikowanego i znanego grzyba mikoryzowego.

Metody mikoryzacji sterowanej

Stosowanie inokulum zawierajacego zarodniki grzybéw mikoryzowych. Do tego celu
nadajq sie grzyby mikoryzowe, ktore wytwarzajg duzg ilos¢ zarodnikédw. Nalezg do nich grzyby
z rodzaju Phisolithus - purchatnica, Scleroderma — tegoskér, czy Rhizopogon — piestréwka.

Pierwszym etapem wytwarzania inokulum jest zbiér owocnikéw w stanie dojrzatosci, ale jeszcze
przed peknieciem. Nastepnie trzeba je wysuszy¢, zwykle w temperaturze okoto 20-25°C, przez
okoto dwie doby, do wilgotnosci 8-10%. Zarodniki przechowuje sie w szczelnych opakowaniach,
w temperaturze 4-5°C. Samo inokulum moze by¢ sporzadzane w réznych postaciach, zaleznie
od sposobu wprowadzania w $rodowisko ryzosfery i moze miec forme:

e statg — zarodniki zmieszane z gling, piaskiem, vermiculitem, a najlepiej z weglem drzew-
nym, ktéry jest mikrobiologicznie czysty, a dodatkowo stymuluje kietkowanie zarodnikéw,
i w tej postaci wprowadzane do substratu lub gleby;

e ptynng - z zarodnikami zmieszanymi z wodg tuz przed zraszaniem substratu lub gleby (do
wody nalezy doda¢ srodek chemiczny, np. kilka kropli ptynu do naczyn typu ,Ludwik”,
zmniejszajacy napiecie powierzchniowe i utatwiajacy rownomierne rozprowadzenie zarodni-
kow w wodzie).

Zarodniki mogg by¢ tez umieszczane przy uzyciu lepiszcza bezposrednio na nasionach przed ich
wysiewem lub w formie zamknietych otoczek z substancji koloidalnych i w tej postaci wprowad-
zane do gleby czy substratu.
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Podstawowym gatunkiem grzyba, z ktérego zarodnikow sporzadza sie tam inokulum jest Pisoli-
thus tinctorius, cechujacy sie znacznym zasiegiem geograficznym, wspétzyciem z wieloma ga-
tunkami drzew w réznych fazach rozwoju i tolerancjg na zmiany elementéw $rodowiska. Zaletg
»Szczepionki zarodnikowej” jest gtownie tatwosc jej sporzadzania i mozliwos¢ dituzszego prze-
chowywania w odpowiednich warunkach. Wada, miedzy innymi, brak wptywu na regularnosc¢
i obfitos¢ pojawiania sie owocnikow. W tej metodzie nie jesteSmy w stanie skutecznie kontrolo-
wac procesu mikoryzacji, wiec udatnosc¢ szczepien i stopien kolonizacji korzeni przez grzybnie
trudno przewidzie¢. Mankamentow tych nie ma nastepna metoda.

Stosowanie inokulum wegetatywnego z zywa grzybnia grzyba ektomikoryzowego.
Wprowadza sie je najczesciej do podfoza lub substratu tuz przed siewem lub szkdtkowaniem.
Stosowanie inokulum wegetatywnego, rozpowszechnione w kilku krajach, daje najlepsze efekty.
Zanim jednak rozpocznie sie jego masowg produkcje, nalezy wyselekcjonowac odpowiedni szczep
grzyba mikoryzowego, biorgc pod uwage takie jego cechy mikoryzogenne, jak: tempo nawiag-
zywania kontaktu z rosling, stopien mikoryzowania systemu korzeniowego, budowe sieci Har-
tiga, grubos¢ mufki grzybniowej, wptyw na wzrost i rozwdj rosliny w fazie mtodocianej, a takze
aktywnos¢ antagonistyczng do grzybdéw patogenicznych i tolerancje na s$rodki chemiczne,
skazenie gleb oraz na zréznicowanie pH roztworow glebowych. Nie bez znaczenia sg tez: zywot-
nosc¢ grzybni, tatwos¢ rozmnazania i zdolnos¢ tworzenia mikoryzy z wieloma gatunkami drzew.
Cechy decydujace o zgodnosci szczepu grzyba ze $srodowiskiem majg w dalszym zyciu sadzonki
podstawowe znaczenie. Sprawdzianem wartosci tak zmikoryzowanych sadzonek w korncowej
ocenie bedg efekty hodowlane uzyskiwane na uprawach z nich zatozonych, w poréwnaniu z sad-
zonkami niemikoryzowanymi lub z mikoryza przypadkowa.

W produkcji biopreparatéw grzybéw mikoryzowych wyrdznia sie dwa etapy. Etap pierwszy
(wg S. Kowalskiego) obejmuje wszystkie omowione juz elementy w nastepujacej kolejnosci:

a. izolacje czystych kultur grzybow ektomikoryzowych z owocnikéw lub zarodnikéw, zaleznie
od gatunku grzyba;

b. hodowle grzybni na pozywkach syntetycznych, ktére stanowig materiat do dalszych badan,
majacych za cel:

o okreslenie optymalnych warunkéw hodowli poszczegdlnych gatunkéw grzybdw,

e okreslenie aktywnosci mikoryzogennej wyizolowanych szczepdw wobec poszczegdlnych
gatunkéw drzew,

e okreslenie trwatosci hodowli,

e okreslenie zakresu mozliwosci stosowania poszczegdlnych szczepow grzybdw i ich ak-
tywnosci w stosunku do gatunkow i fazy rozwojowej drzew,

e okreslenie interakcji wybranych szczepow grzybow ektomikoryzowych w stosunku do
wybranych grzybdow patogenicznych,

e okreslenie stopnia tolerancji grzybow ektomikoryzowych i ektomikoryz w stosunku do gtow-
nych polutantéw w ogodle lub w stosunku do konkretnych zwigzkow toksycznych we wskaza-
nych glebach, szczegdlnie w miejscach, w ktérych mikoryzowane sadzonki bedg posadzone.

Tak wiec okreslenie zgodnosci wyselekcjonowanych grzybdéw z siedliskiem, do ktérego wprowad-
zane beda mikoryzowane sadzonki, jest bardzo wazne. Dopiero tak wyselekcjonowane szczepy
grzybow ektomikoryzowych mogg by¢ zastosowane w drugim etapie, ktéry obejmuje:

a. hodowle duzej masy grzybni w jak najkrétszym czasie i jak najnizszym kosztem,
b. przygotowanie odpowiedniej formy biopreparatu.

Do sterowanej mikoryzacji sadzonek stosuje sie, oczywiscie, te gatunki grzybow, ktérych przy-
rodzong cechg sq zwigzki symbiotyczne z wczesnymi stadiami rozwojowymi drzew. Do takich
grzybdéw naleza: Amanita muscaria — muchomor czerwony, Cenococcum geophilium - czerniak
pospolity, Hebeloma crustuliniforme — wio$nianka rosista, Laccaria bicolor — lakéwka dwubarwna,
Laccaria laccata - lakdwka pospolita, Pisolithus arhizus — purchatnica piaskowa, Rhizopogon ro-
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seolus - piestréwka rézowa, Scleroderma citrinum — tegoskor pospolity, Suillus bovinus — maslak
sitarz, Suillus collinitus — maslak rdzawobrazowy, oraz inne.

W Polsce do masowego wytwarzania biopreparatéw grzybdéw ektomikoryzowych uzywa sie obec-
nie szczepdw grzyba Laccaria laccata, Laccaria bicolor i Hebeloma crustuliniforme. Testowane sg
rowniez biopreparaty z innymi gatunkami grzybow.

Postep badan, gtéwnie w Katedrze Fitopatologii Lesnej UR w Krakowie pod kierunkiem prof. dr
hab. Stefana Kowalskiego, nad wprowadzeniem do praktyki lesnej biopreparatéw z innymi
gatunkami grzybdw oraz szczepami tych gatunkéw dostosowanymi do miejsca sadzenia oraz
tolerancji na rézne czynniki stresujace, jest obiecujacy. Pozwala to zatozy¢, ze w najblizszych
latach PGL Lasy Panstwowe bedg w posiadaniu technologii umozliwiajacych zwielokrotnienie pro-
dukcji biopreparatéw o wiekszej réznorodnosci gatunkowej i szczepowej. Réwnolegle w kilku
osrodkach naukowych bada sie w ryzosferze towarzyszace mikoryzom bakterie, inicjujgce
powstanie i stymulujgce rozwoj mikoryzy. Wspomagajg one mikoryze i potocznie sg nazywane
,helperami” (z angielskiego mycorrhizal helper bacteria - MHB). Helpery sg specyficzne i selek-
tywne dla okreslonego rodzaju grzyba, a nie rosliny. Z dotychczasowych badan wynika, ze
bakterie te majg duzy wptyw na aktywnosc¢ korzenia i jego przygotowanie na przyjecie sym-
bionta grzybowego oraz utworzenie mikoryzy. Przy ich udziale odbywa sie proces doboru
(rozpoznania) miedzy rosling i grzybem. Jest to pierwszy, bardzo istotny etap procesu, prowad-
zacy do symbiozy.

Zastosowanie bakterii typu MHB w wytwarzaniu i przygotowywaniu do uzycia biopreparatow
mikoryzowych z zywaq grzybnig wegetatywng mogtoby mie¢ wazne znaczenie w praktyce les$nej.

Zarys technologii mikoryzacji sterowanej oraz podstawowe réoznice w hodowli niemi-
koryzowanych i mikoryzowanych sadzonek z zakrytym systemem korzeniowym

Szkotkarstwo kontenerowe otworzyto w Polsce droge wdrozeniu technik i technologii szczepien
sadzonek drzew lesnych biopreparatami mikoryzowymi. Dalszym, juz rozpoczetym, etapem jest
praktyczna i na duzg skale uruchomiona hodowla mikoryzowanego materiatu sadzeniowego.

W polskim lesnictwie na skale gospodarczg stosowano dotychczas gtéwnie biopreparaty z zywg
grzybnig wegetatywna na bazie grzyba Laccaria bicolor oraz biopreparat z grzybem Hebeloma
crustuliniforme. Testowane byty tez biopreparaty innych gatunkéw grzybdw, ktére w najblizszym
czasie zostang wprowadzone do produkcji. Technologie mikoryzacji sadzonek w obu przypad-
kach, tj. zaréwno przy uzyciu biopreparatu z grzybem Laccaria, jak i Hebeloma, zostaty dosto-
sowane do technologii i cyklu hodowli sadzonek w szkdtce kontenerowej. Biopreparat dodawany
jest w odpowiedniej proporcji do substratu bezposrednio przed napetnianiem i obsiewem konte-
nerow. Podjeto réwniez proby hodowli sadzonek mikoryzowanych w réznego typu pojemnikach
poza szkdtkami kontenerowymi oraz szczepien mikoryzowych w inspektach, skrzyniach, tune-
lach foliowych i szklarniach. Pierwsze tego typu préby daty pozytywny wynik. Wysoki procent
zmikoryzowania sadzonek oraz stopien zmikoryzowania systemu korzeniowego, zalezy w duzym
stopniu od:

e utrzymania odpowiednich, $cisle zatozonych rezimdw sanitarnych i technologicznych;

e odpowiedniej jakosci oraz sktadu substratu hodowlanego, a szczegodlnie jego czystosci mik-
robiologicznej, pojemnosci powietrznej i wodnej oraz pH;

e terminu siewu, ktory jest zarazem terminem wprowadzania biopreparatu do substratu ho-
dowlanego;

e wilasciwego nawozenia mineralnego;

e odpowiedniego nawadniania i utrzymania optimum temperatury, zwtaszcza w poczatkowej
fazie hodowli sadzonek.

Do hodowli sadzonek mikoryzowanych uzywa sie sterylizowanego torfu o Scisle okreslonych
wiasciwosciach (niski stopien rozktadu, wysoka pojemnos$¢ wodna i powietrzna, state pH na po-
ziomie 4,5). Jest to zatem torf zalecany do szkdtek kontenerowych. W celu poprawy pojemnosci
wodnej i powietrznej do surowego torfu dodaje sie okoto 10% wermikulitu (dodatkowe 5% wpro-
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wadzane jest wraz z biopreparatem), a takze perlit. Wermikulit, dzieki swojej ptytkowej struk-
turze i witasciwosciom fizycznym poprawia warunki rozwoju grzybni. Strzepki grzybni dobrze
rozwijajg sie pomiedzy ptytkami wermikulitu. Proporcje torfu oraz pozostatych komponentow
substratu musza by¢ na biezaco ustalane i monitorowane. Zalecany poziom kwasowosci sub-
stratu to 4,5-5,0 pH. Poziom kwasowosci substratu hodowlanego musi by¢ systematycznie kon-
trolowany. Kwasowos$¢ substratu powinna przede wszystkim odpowiada¢ wymaganiom gatunku
drzewa poddanego zabiegowi sterowanej mikoryzacji (Kowalski i inni, 2007). Stosowany w Nad-
lesnictwie Rudy Raciborskie, do produkcji substratu torf z torfowisk wysokich w Estonii jest
wolny od zarodnikéw grzybdéw patogenicznych i moze by¢ uzywany do hodowli sadzonek mikory-
zowanych grzybami z rodzaju Hebeloma sp. bez sterylizacji torfu parg wodna. Waznym zagadni-
eniem jest nawozenie siewek poddanych mikoryzacji. Grzyby ektomikoryzowe, na poczatkowym
etapie rozwoju symbiozy, sgq wrazliwe na wysokg zawarto$¢ zwigzkéow azotowych. Hodowla
siewek zmikoryzowanych wymaga specjalnego nawozenia przy uzyciu nawozéw wolno dziata-
jacych o przediuzonym okresie uwalniania zwigzkéw mineralnych. Szczegodlnie wazne jest
zachowanie odpowiednich proporcji pomiedzy sktadnikami nawozu i ich wtasciwe dawkowanie
przez caty okres wegetacyjny. W przypadku stwierdzenia niedoboru sktadnikéw mineralnych,
objawiajacego sie chloroza aparatu asymilacyjnego, konieczne jest zastosowanie nawozenia
ptynnego — dolistnego nawozem o odpowiednim skfadzie. Przy uzupetniajacym nawozeniu dolist-
nym nalezy stosowac matg koncentracje nawozu tak, aby roztwér nawozu nie przekraczat kon-
duktywnosci 10 pS. Przy nawozeniu roztworem nawozu o konduktywnosci 0,6-0,8 uS zabieg
powinien by¢ powtarzany co 3-5 dni. Nalezy pamieta¢, ze czestotliwosc i intensywnos$¢ nawoze-
nia zalezy nie tylko od stadium rozwojowego siewek, ale takze warunkéw pogodowych. Wysoka
temperatura, czeste nawadnianie badz opady deszczu przyspieszajg wymywanie nawozow z bryty
korzeniowej. Waznym elementem jest utrzymanie odpowiedniej wilgotnosci substratu hodowla-
nego. Szczego6towe warunki i zalecenia ujete sq w instrukcji, objetej klauzulg poufnosci. Personel
w kazdej szkdice, w ktdrej bedzie rozpoczynana hodowla sadzonek mikoryzowanych, musi by¢
odpowiednio przeszkolony.

Produkcja sadzonek z zakrytym systemem korzeniowym w Polsce prowadzona jest w 7 szkoét-
kach kontenerowych nalezacych do Lasow Panstwowych. W roku 2008 rozmiar hodowli sadzonek
z zakrytym systemem korzeniowym gtownych gatunkoéw lasotwdrczych w szkoétkach kontene-
rowych wynosit ogétem ponad 20,2 min szt., w tym 10 min szt. mikoryzowanych.

W 2008 roku koszty mikoryzacji grzybem H. crustuliniforme wedtug technologii prof. SW.
Kowalskiego wynosity srednio 0,10 zt na jedng sadzonke. Z wyhodowanych dotad sadzonek
zmikoryzowanych w nadlesnictwach: Rudy Raciborskie, Swierklaniec i Chrzanéw (RDLP Ka-
towice) zatozone zostaty uprawy porédwnawcze na glebach o réznym stopniu degradaciji oraz
gruntach porolnych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane (Szabla, 2005).

Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze mikoryzacja sadzonek nie jest lekarstwem na wszystkie problemy
zwigzane z degradacjg gleb lesnych oraz zalesianiem gruntéw porolnych, zwtaszcza wobec olbr-
zymiego bogactwa gatunkowego w $rodowisku naturalnym i ztozonosci zycia biologicznego gleb
oraz wzajemnych zaleznosci organizméw. W naturalnych warunkach uczestniczg one aktywnie
w obiegu materii i zyjg we wzglednej rownowadze, a przez to wptywajg na zdrowie lasu. Przy
wszelkiej zatem ingerencji w srodowisko nalezy przewidywac¢ mozliwe skutki i mie¢ $wiadomos¢
wystepowania zaburzen w tak ztozonym uktadzie, jakim jest srodowisko lesne. Jednak ingeren-
cja ta juz nastgpita i stwarza wiele problemdéw w zagospodarowaniu powierzchni z glebami
w réznym stopniu zdegradowanymi. Wszedzie zatem tam, gdzie organizmy glebowe, warun-
kujgce prawidtowe funkcjonowanie sadzonek, zostaty zniszczone, zainicjowanie mikoryzacji
sterowanej jest pozadane i korzystne, a czesto wrecz niezbedne do uzyskania pozytywnych
rezultatow hodowlanych.

Wyniki hodowlane z upraw doswiadczalnych, zakltadanych z sadzonek z odkrytym
i zakrytym systemem korzeniowym, wyhodowanych réznymi technikami.

Do poczatkdéw lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku w Lasach Panstwowych w ponad 99%
hodowano sadzonki w szkoétkach gruntowych. Hodowla sadzonek w pojemnikach miata miejsce
na niewielkg skale. Po wdrozeniu w 1998 roku w szkdtce kontenerowej w Nadlesnictwie Rudy
Raciborskie do praktyki lesnej technologii sterowanej mikoryzacji sadzonek, w 1999 roku rozpo-
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czeto badania w tym zakresie (Szabla). W okresie od 1999 do 2002 roku zatozono ponad
20 upraw doswiadczalnych w réznych warunkach siedliskowych, a mianowicie na:

e zrebach w I i II strefie uszkodzen przemystowych,
e powierzchniach lesnych w II i III strefie uszkodzen przemystowych,

e powierzchniach lesnych o duzym stopniu degradacji imisjami przemystowymi w V strefie
uszkodzen przemystowych,

e powierzchniach lesnych po catkowitych pozarach,
e gruntach rekultywowanych po wyrobiskach piaskéw,
e gruntach porolnych.

Badania prowadzono przez 5 lat na kazdej uprawie. Corocznie, po zakonczeniu okresu wegeta-
cyjnego, mierzono i oceniano m.in. takie cechy jak: przyrost wysokosci sadzonek, przyrost
grubosci w szyi korzeniowej, sume przyrostu pedéw bocznych ostatniego okdtka u sosny oraz
przezywalnos$¢ sadzonek w uprawach w réznych kombinacjach doswiadczalnych. Szczegdtowe
wyniki badan opublikowane zostaty w 2007 r., w podreczniku ,, Ektomikoryzy — Nowe biotech-
nologie w szkotkarstwie leSnym”. Z badan tych wynika, ze sadzonki z zakrytym systemem
korzeniowym wszystkich badanych gatunkoéw, z wyjatkiem brzozy brodawkowatej, wykazywaty
wiekszy przyrost zaréwno wysokosci jak i grubosci w szyi korzeniowej, a réznice te, zwtaszcza
w pierwszych trzech latach od wysadzenia, siegaty 50 i wiecej procent. Sadzonki z zakrytym
systemem korzeniowym w uprawach byty zdrowsze, wyraznie lepiej odzywione (zwtaszcza
mikoryzowane), dynamiczne i zywotne. Zgryzane przez zwierzyne ptowg zdecydowanie lepiej
sie regenerowaty. Przezywalno$¢ w uprawach sadzonek z zakrytym systemem korzeniowym
wszystkich badanych gatunkéw w réznych warunkach srodowiskowych byta przecietnie od 18 do
25% wieksza od sadzonek z odkrytym systemem korzeniowym ze szkdétek gruntowych. Na-
jwiekszg przezywalnoscig na wszystkich uprawach cechowaty sie sadzonki mikoryzowane
grzybem Hebeloma crustuliniforme. Po 5 latach maksymalne wypady sadzonek szczepionych
tym grzybem nie przekraczaty 5-9% i byly $rednio o 5% mniejsze niz u sadzonek z zakrytym
systemem korzeniowym niemikoryzowanych. Tak wiec przezywalnos$¢ sadzonek z zakrytym sys-
temem korzeniowym niepoddanych zabiegowi sterowanej mikoryzacji byta $rednio o 20-25%
wieksza, a mikoryzowanych s$rednio o blisko 30% wieksza od sadzonek wysadzonych w uprawy
Z nagim systemem korzeniowym u wszystkich badanych gatunkéw z wyjatkiem brzozy. Na
powierzchniach szczegdlnie trudnych, zwtaszcza zdegradowanych imisjami przemystowymi czy
rekultywowanych po eksploatacji kopalin, réznica w przezywalnosci po 5 latach siegata nawet
50 i wiecej procent na korzys¢ mikoryzowanych sadzonek z zakrytym systemem korzeniowym.
Badania potwierdzity zatem szczegdlng przydatnos$¢ sadzonek z zakrytym systemem korze-
niowym w trudnych warunkach glebowych. Wykazaty takze, ze mikoryzacja sadzonek z zakrytym
systemem korzeniowym miata istotny wptyw na rdznicowanie sie parametréw wzrostowych
i zywotnosci sadzonek w uprawach. Sadzonki sosny, debu oraz buka, szczepione grzybami mi-
koryzowanymi, w kazdych warunkach srodowiskowych i na kazdym etapie wzrostu w uprawach
osiggaty wyzsze przyrosty na wysokosé, a takze grubosé szyi korzeniowej.

Najwieksze réznice w przyrostach wystepowaty w pierwszych trzech latach i w przypadku sosny
przyrost na wysokos¢ byt czesto ponad dwukrotnie wiekszy u sadzonek z zakrytym systemem
korzeniowym mikoryzowanych, niz u sadzonek z odkrytym systemem korzeniowym. Zdecydo-
wanie lepsze rezultaty w rozwoju i przezywalnosci w uprawach srodowiskowych uzyskiwaty
sadzonki mikoryzowane polskim biopreparatem z grzybem Hebeloma crustuliniforme. Istot-
nych réznic w przyrostach pomiedzy sadzonkami z odkrytym i zakrytym systemem korzeni-
owym, zarowno mikoryzowanych jak i niemikoryzowanych, nie stwierdzono jedynie u sadzonek
brzozy brodawkowatej. Wyniki badan pokrywajg sie z oceng nadlesnictw stosujgcych na wiekszg
skale sadzonki ze szkdtek kontenerowych. Potwierdzeniem efektéw stosowania mikoryzowanych
sadzonek z zakrytym systemem korzeniowym sg wyniki z ocen 10-letnich upraw w Nadle$nictwie
Rudy Raciborskie, na ktorych w ostatnich dziesieciu latach wysadzono ponad 10 min sadzonek
z zakrytym systemem korzeniowym, w znacznym procencie mikoryzowanych. Rozmiar poprawek
w tym nadlesnictwie nie przekracza 2% powierzchni upraw.

Podsumowanie wynikow badan przedstawiajg ponizsze ryciny.
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Ryc. 1: Sredni przyrost wysokoséci (cm) 5 letnich sadzonek sosny
w poszczegolnych grupach upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.

Ryc. 2: Sredni przyrost $rednicy szyi korzeniowej (mm) 5 letnich sadzonek sosny
w poszczegoélnych grupach upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.
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Ryc. 3: Wypady po pieciu latach (%) sadzonek sosny w poszczegélnych grupach
upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.

Ryc. 4: Sredni przyrost wysokoséci (cm) piecioletnich sadzonek debu szyputkowego
w poszczegoélnych grupach upraw z lat 1999-2002 w zaleznosci od kategorii gruntu.
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Ryc. 5: Sredni przyrost érednicy szyi korzeniowej (mm) piecioletnich sadzonek debu szy-
putkowego w poszczegoélinych grupach upraw z lat 1999-2002 w zaleznosci od kategorii gruntu.

Ryc. 6: Wypady po pieciu latach (%) sadzonek debu szyputkowego w poszczegodlnych
grupach upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.
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Ryc. 7: Sredni przyrost wysokosci sadzonek brzozy brodawkowatej w uprawach
na réznych kategoriach gruntéw po pieciu latach [cm].

Ryc. 8: Sredni przyrost $rednicy w szyi korzeniowej (mm) piecioletnich sadzonek
brzozy brodawkowatej w poszczegodlnych grupach upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.
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Ryc. 9: Wypady po pieciu latach (%) sadzonek brzozy brodawkowatej
w poszczegd6inych grupach upraw w zaleznosci od kategorii gruntu.

Kontakt
Kazimierz Szabla
ul. Sw. Huberta 43/45, 40-543 Katowice, Polska,
e-mail: sekretariat@katowice.lasy.gov.pl
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EKTOMYKORHIZNI POMERY

pFirozenych smrcin Krkonos (vyskyt plodnic, morfologie
ektomykorhiz, molekularné-biologické analyzy)

Filip Holub2, Milon Dvorak!, Pavel Cudlin?, Ewa Chmelikova2
1Ustav ochrany lesti a myslivosti, LDF MZLU v Brné
2Jstav systémové biologie a ekologie, AV CR, V.V.i.

Uvod

KrkonosSské horské prirozené smrciny byly v minulosti vystaveny silné imisni zatézi. V poslednim
dobé doslo sice k vyrazné redukci depozice sirnych sloudenin, ale depozice oxidd dusiku stale
plsobi vyznamnou acidifikaci pddy. V podminkach o¢ekdvané zmé&ny klimatu by proto mohlo
dochézet ke stdle vyrazné&j$imu negativnimu plsobeni na biodiverzitu ekosystému. Cilem prace
je informovat o vysledcich prizkumu biodiverzity ektomykorhiz (ECM) v pfirozeném smrkovém
horském lese, vylisit jednotlivé typy ECM na zakladé jednoduse pozorovatelnych morfologickych
znakd, nalézt souvislosti mezi stavem lesniho ekosystému a biodiverzitou ECM a pro jednotlivé
typy ECM identifikovat symbiotické druhy ECM hub.

Metodika
Charakteristika stanovist

Prizkum plodnic a ECM byl provadé&n na trvalych vyzkumnych plochach (TVP) Mumlavska hora,
Alzbétinka, Paseracky chodni¢ek a Modry dil o velikosti 50 x 50m. ECM se odebiraly opakované
na podzim 2007, v zari 2008 a v fijnu 2009.

Klimatologicky spadaji TVP do chladné klimatické jednotky CH 4 (Quitt 1970 ex BoHmaNovA 1992).
Fytocenologicky je Fazena vétSina ploch do spolecenstev kyselych smrcin asociace Calamagristio
villosae- Picetum (HarTMAN 1953 ex BonmanovAa 1992). Vice informaci o prirodnich podminkach na
TVP je uvedeno v Tab.1.

Tab. 1: Pfirodni podminky
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Obr. 1: Celkova defoliace, defoliace primarni struktury
a procento zastoupeni sekundarnich vyhon@ (Vavrova et al. 2007).

Zdravotni stav stroml byl charakterizovan defoliaci, procentudinim zastoupenim sekundarnich
vyhon{ a stupném transformace (PoLik a kol. 2007). Stav na jednotlivych plochach ukazuje obr. 1.

Identifikace plodnic

Identifikace plodnic je provadéna na vsech Ctyrech plochach jiz od roku 1992. Plodnice byly ur-
¢ovany na misté Ing. E. Chmelikovou nebo byly prevazeny k urceni Mgr. M. Beranovi. Pfi pifevozu
byly umistény v chladicim boxu s raselinikem.

Morfologicka klasifikace ektomykorhiz

ECM byly uréovany metodou morfologické klasifikace, kterd vychazi z DEEMY od autor( AGErRer
& RameoLd (2004-2008). Z DEEMY byla pouzita morfologicka ¢ast, ze které byly vybrany nasledu-
jici znaky: typ vétveni, hustota $pi¢ek na 10mm, pocet radd vétveni, tvar $picky, tvar vrcholu
Spicky, barva Spicky, barva vrcholu, barva baze Spicky, viditelnost kortikalnich bunék, druh po-
vrchu plasté, celistvost plaste, barevné tecky na plasti a jejich barva, stribfitost plasté po pono-
feni do vody, povrch plasté, pritomnost vychazejicich hyfy, umisténi hyf, hustota hyf, pritomnost
rhizomorf, tvar rhizomorf, povrch rhizomorf, ¢etnost rhizomorf, barva rhizomorf, ¢etnost rozvét-
veni rhizomorf, typ spojeni rhizomorf s ektomykorhizou, mista vychazeni rhizomorf. Nékteré
znaky a jejich projevy byly v prib&hu prace upraveny. Vysledkem morfologické klasifikace jsou
typy ECM. Nejméné vzorkl bylo odebréano na TVP Mumlavska hora, protoze se na této plose vy-
skytuje pouze nékolik Zivych jedinct smrku ztepilého.

Molekularné-biologické metody

Pro tuto praci byl zvolen postup: izolace DNA, PCR a sekvenace. Pro identifikaci houby byl po-
moci PCR amplifikovan Usek ITS oblasti (Internal Transcribed Spacer). Pro tuto amplifikaci byly
pouzity ITS 1F a ITS 4, jejichz pomoci doslo k namnozeni vyhradné houbové DNA. Jde o oblast
kddujici ribozomalni RNA. Ve vét&i ¢asti pripadl jedna PCR reakce nestacila z dGvodu nizké kon-
centrace DNA, proto byla PCR reakce zopakovana. K vizualizaci produktd byla pouZita horizon-
talni elektroforéza. Sekvenace byla provadéna dodavatelsky. Vzorky s nizkou koncentraci DNA
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zpracovaval tym Doc. Knolla z Ustavu morfologie, fyziologie a genetiky zvifat AF MZLU v Brné,
vzorky s vyssi koncentraci (vzorky z plodnic) byly odeslany na sekvenaci do Koreje. Sekvence
jednotlivych vzorkt byly porovnavany s databazi GenBank — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
a databazi UNITE (http://unite.ut.ee), ktera se specializuje na kvalitné determinované ITS sek-
vence ECM hub. Na zakladé t&chto databazi byly jednotlivé vzorky uréeny do rodd ¢&i druhd.

Vysledky a diskuze

Na v8ech plochach byly za obdobi 1992-2007 nalezeny plodnice celkem 50 druht ECM hub. Nej-
vice druhl bylo nalezeno na TVP Modry dil a nejméné na TVP Mumlavska hora (obr. 2).

PeTer et al. (2008) nalezli v roce 2000 na stejnych plochach 45 ECM druh(. V pfirozené smréiné
na lokalité Vysné Hagy ve Vysokych Tatrach bylo v letech 2007 a 2008 identifikovano 40 frukti-
fikujicich druhG ECM hub (CupLin, nepublikovand data). Ze stejné velké plochy horské smréiny
v Kysucich uvadé&ji CupLin et. al (2008) 26 fruktifikujicich druh@ ECM hub. Bruns (1995 ex GRYNDLER
et. al 2004) uvadéji 13-35 druht ECM hub na 0,1 ha lesa.

Obr. 2: Pocet fruktifikujicich druh& ECM hub v obdobi 1992-2007

V odbé&rech provedenych v letech 2007 a 2008 bylo na plochach rozliSeno 65 typl ECM. Nejza-
stoupenéjsi typy a jejich procentualni zastoupeni v jednotlivych obdobich jsou uvedeny v tab. 2.
Za 15 let sbéru plodnic byla pravdépodobné podchycena vétsi ¢ast spektra fruktifikujicich ECM
hub. Lze tedy predpokladat, Ze pokud by v&echny druhy ECM houbovych symbiontl tvofily plod-
nice, pak by 50 druhl ECM hub mohlo vytvoFit 65 typl ECM nebo i vice, protoze ektomykorhizy
n&kterych druhl prochazeji b&hem svého vyvoje morfologickou zmé&nou houbového plasté. Tento
ontogeneticky vyvoj ektomykorhiz popsali ve své praci CupLin & ChmeLikovAa (1999), kde vylisili
3 tridy vitality (turgide, shriveled, dead) a 5 fazi vyvoje kofenové Spicky (spicka s aktivné ros-
toucim meristémem, Spicka s kofenovym vlasenim, nemykorhizni Spicka, neldplné vytvorena
ECM - pouze s Hartigovou siti, pIné vytvorena ECM - i s houbovym plastém).

Tab. 2: Nejzastoupenéjsi ECM typy na TVP a jejich procentualni podil ze vSech typi.

MD, PCh, Al, MH- viz obr.1 a 2
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Obr. 3: Menhinickiiv index biodiverzity.

Obr. 4: Vliv transformace struktury koruny na druhovou diverzitu
fruktifikujicich ECM hub a diverzitu morfologickych typt ECM.

Biodiverzita ECM na jednotlivych plochach byla hodnocena pomoci Menhinickova indexu biodi-
verzity. Tento index po¢itad s polty typd a s jejich opakovénim. Podle tohoto indexu je nejvy&si
biodiverzita ECM na MD a nejnizsi na PCh (obr. 3). Vysledky z TVP Mumlavska hora nebyly do
vypoctu zahrnuty, jelikoZz po&et odebranych vzorkl byl velmi nizky.

Pomoci molekularné-biologickych metod byly v ECM identifikovany 4 rody a 11 druhl ECM hub
(pfiloha 1, tab. 3). N&které druhy byly nalezeny opakované v rlznych typech ECM (napt. Tylo-
spora fibrillosa v typech 1, 12, 5 a 34) a naopak v n&kterych typech bylo nalezeno vice druh{
(napt. Teleophora terrestris, Lactarius rufus, L. helvus, L. aurantiacus a Tylospora fibrillosa v typu

12). Peter et al. (2008) uvadéji na stejnych plochach druh Tylospora fibrillosa jako nejzastoupe-
néjsi druh v ECM.
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Zaveér

Ze sbé&rd ECM plodnic je zFejmé, Ze na plochéch je dostatek ECM druhl hub. Vyjimku tvoFi TVP Mum-
lavska hora, kde je lesni ekosystém nejposkozenéjsi a spektrum ECM hub je zde velmi nizké.

Biodiverzita ECM typ( i druh{ plodnic souvisi se stavem strom{ na jednotlivych plochach, kon-
krétné se stupném transformace struktury koruny (ktery vychazi z defoliace a procentualniho
zastoupeni sekundarnich vyhont). Na TVP Modry ddl byl zjistén nejvy$si index biodiverzity, nalo
se tam nejvic fruktifikujicich druhl ECM hub a stupen transformace korun stromd byl nejnizéi
(obr 4). Na TVP Paseracky chodnicek byl nejnizsi index biodiverzity, naslo se tam malo fruktifi-
kujicich druht ECM hub a stupe transformace korun stromt byl nejvy3éi (obr. 4).

K nékterym typim ECM se podarilo na zdkladé uvedenych databdzi pf¥ifadit druh ECM houby.
Podarilo se také nalézt nékteré nefruktifikujici druhy (napf. Tylospora fibrilosa).

Tento vyzkum bude pokradovat i v dal$ich letech. JelikoZz zkoumani typt ECM je teprve na za-
¢atku, Ize ocekavat, e dojde ke zmé&ndm v poctu nalezenych typQ. Stejné tak i molekuldrné-
biologické analyzy jsou teprve na polatku, tudi i zde Ize oéekavat nalezy novych druhd.
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Pfiloha 1 tab. 3: Popis ECM, u kterych byl identifikovan druh houby

Druh a typ

Popis

Theleophora terrestris
typ 12

vét. monopodialné pyramidalni, 8-14 $./1cm, 1 Fad vét., S. rovné, vrchol S. nenaduty, b. S.
oranz., b. vrcholu bleda, b. stafsich ¢asti oranz., kort. b. slabé viditelné, druh p. pl. mirné
bavinény, p. pl. leskly, h. ani rh. nejsou

Tomentella stuposa
typ 11

vét. monopodialné pyramidalni, 14 s./1cm, 1 Fad vét., S. rovné, vrchol $. nenaduty, b.

$. hnédéoranzova, b. vrcholu hnédéoranzova, b. starsich ¢asti hnédéoranzova, kort. b.
neviditelné, druh p. pl. husté zrnity, hnédé tecky na pl., ECM je misty stfibfita, p. pl. drsny
nehebky, h. ani rh. nejsou

Tomentella sp.
typ 24

vét. monopodialné pyramidalni, 11 $./1cm, 1 Fad vét., S. rovné, vrchol $. nenaduty, b. S.
¢erna, b. vrcholu ¢ernd, b. starSich casti ¢erna, kort. b. neviditelné, druh p. pl. husté zrnity,
tecky na pl. ¢erné, p. pl.drsny nehebky, h. fidké, nerovhomérné rozmisténé, rh. nejsou

Cortinarius sanguineus

typ 16

vét. monopodialné pyramidalni, 3-11 $./1cm, 1 Fad vét., S. klikati se, vrchol S. nenaduty,
b. S. Zluta, b. vrcholu Zluta, b. starsich ¢asti Zlutd misty oranz., kort. b. neviditelné, druh
p. pl.mirné bavinény az mirné vlaknity, zlatavy pl., p. pl. tfpytivy, h. nejsou, rh.ploché,

s véjifovityma h., fidky vyskyt, b. stejna jako pl., vét. obcas v urcitelnych mistech, k KEM
pripojeny zesikma z vice bodl, z ECM vychdzi ze stfedni ¢asti $.

Cortinarius croceus
typ 16 (2 vzorky)

vét.monopodialné pyramidalni, 3-11 S./1cm, 1 fad vét., S. se klikati, vrchol s.nenaduty, b. S.
zlutd misty oranz., b. vrcholu zluta, b. starsich ¢asti Zlutd misty oranz., kort. b. neviditelné,
druh p. pl. husté i mirné bavinény az mirné vliknity, zlatavy pl., p. pl. tfpytivy, h. nejsou,
rh. ploché, s véjifrovityma h., Fidky vyskyt, b. stejnd jako pl., vét. obcas v urcitych mistech,
k ECM ptipojeny zeSikma z vice bod{, z ECM vychazi ze stfedni ¢asti i z vrcholu §.

Cortinarius sp.
(zacinajici) typ 1i 20

vét. monopodialné pyramidalni, 10 $./1cm, 1 Fad vét., s.rovné, vrchol §. nenaduty, b.

$. oranz. i bila, b. vrcholu bleda i bila, b. starSich ¢asti oranz., kort. b. slabé viditelné

i neviditelné, druh p. pl.mirné bavinény i mirné vlaknity, ECM je misty stFibfita, p. pl. leskly

i tfpytivy, h. nejsou, rh. ploché, s vé&jifovityma h., husty vyskyt, b. stejna jako pl. ze kterého
vychazi, k ECM ptipojeny zedikma z vice bodl, z ECM vychazi nezfetelné

Cortinarius anomalus
typ 19

vét.nepravidelné zperené skoro dichotomické, 8-10 $./1cm, 2 Fady vét., s.klikatici se, vrchol
$. nenaduty, b. $. bila, b. vrcholu bila, b. starsich ¢asti bild misty oranz., kort. b. neviditelng,
druh p. pl. husté vlaknity, p. pl. tfpytivy, h. nejsou, rh. ploché, s véjifovityma h., husty
vyskyt, b. stejnd jako pl., vét. &asté, k ECM pripojeny zedikma z vice bodd, z ECM vychézi po
celé délce s.

Lactarius rufus
typ 12

vét.monopodialné pyramidalni aZ koralové, 8-14 $./1cm, 2 rady vét., S. jednoduse ohnuté,
b. §. oranz., b. vrcholu bleda, b. starsich ¢asti oranz., kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné
bavinény, p. pl. hebky leskly, h.ani rh. nejsou

Lactarius rufus
typ 12 (2 vzorky)

vét. monopodialné pyramidalni, 8-14 $./1cm, 1 i 2 fady vét., . klikatici se, vrchol s.
nenaduty, b. S. oranz., b. vrcholu bledd, b. starSich ¢asti oranz. az lilkovita, kort. b.
neviditelné, druh p. pl. mirné bavinény, p. pl. hebky, leskly, h. ani rh. nejsou

Lactarius rufus
typ 12

vét. monopodialné pyramidalni, 8-14 $./1cm, 1 fad vét., s.rovné i jednoduse ohnuté, vrchol
§. nenaduty, b. §. oranz. az narGZzovéld, b. vrcholu bleda i nazlutla, b. stargich ¢asti oranz.
aZ narGzovéla, kort. b. salbé viditelné, druh p. pl. mirné balnény, p. pl. leskly, hebky, h. ani
rh. nejsou

Lactarius helvus
typ 12

vét. koralové i monopodialné pyramidalni, 8-14 $./1cm, 2 fady vét., S.rovné i jednoduse
ohnuté, vrchol $.nenaduty, b. $. oranz., b. vrcholu nazloutla, b. starsich ¢asti oranz., kort. b.
neviditelné, druh p. pl. mirné bavinény, p. pl. hebky, leskly, h. ani rh. nejsou

Lactarius aurantiacus
typ 12

vét. monopodialné pyramidalni, 8-14 $./1cm, 2 Fady vét., S.klikatici se, vrchol §. nenaduty, b.
§. oranz., b. vrcholu naZloutla, b. starsich ¢asti oranz., kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné
balvnény, p. pl. matny, h. ani rh. nejsou

Russula emetica
typ 36

&. rovné, vrchol §. naduty na konci zdufely, b. §. oranZ. az nar(zovéla, b. vrcholu nardzovéla,

v v ’ ~ ’ ~ O v v v T r ’ v v ’
b. starsich casti oranzova az naruzovéla, kort. b. slabé viditeln€, druh p. pl. mirné bavinény,
p. pl. leskly, hebky, h. ani rh. nejsou

Russula emetica
typ 35

vét. monopodialné pyramidalni, 2 fady vét., S. jednoduse ohnuté, vrchol S. nenaduty, b.

v O v v v . ayp r v v v ’ v v , O v vz ~
S. naruzoveéla az lilkovita, b. vrcholu oranz. az neCervenala, b. starSich Casti naruzovéla az
nasedla, kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné bavinény, p. pl.matny, h. ani rh. nejsou

Russula sp. typ 36

vét. monopodialné pyramidalni, 8-10 S./1cm, 1 fad vét., S.klikatici se, vrchol §. nenaduty,
b. §. nar(zovéld aZ oranZ., b. vrcholu nazloutld, b. staréich ¢asti narlizovéla az oranz.,
kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné bavinény, p. pl. hebky, leskly, h. nerovhomérné,
fidké, rh. nejsou
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Pfiloha 1 tab. 3: Popis ECM, u kterych byl identifikovan druh houby - pokracovani

Druh a typ

Popis

Russula sp.
(asi ochroleuca)
typ 32

vét. monpodialné pyramidaini, 2 fady vét., s. klikatici se i jednoduse ohnuté, vrchol s.
nenaduty, b. §. narGZovéla, b. vrcholu bleda i nardZovéld, b. starsich ¢asti nartGzovéla az
lilkovita, kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné bradavi¢naty, nazloutlé tecky na pl., p. pl.
hebky, h. ani rh. nejsou

Russula ochroleuca
(ne dle pcr) typ 18

vét. monopodialné pyramidalni, 1 Fad vét., $. rovné i jednoduse ohnuté, vrchol S. nenaduty
i kyjovity, b. &.naZloutla az nar(izovéla, b. vrcholu nazloutl, b. starsich &asti narlzovéla

az oranz., kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné bradavi¢naty, nazloutlé tecky na pl., p. pl.
hebky, leskly, h. ani rh. nejsou

Inocybe sp.
typ 14

vét.monopodialné pyramidalni, 6 $./1cm, 1 fad vét., S. rovné i jednoduse ohnuté, vrchol S.
nenaduty, b. S. nazloutld, b. vrcholu bledd, b. starsich ¢asti naZloutla, kort. b. neviditelné,
druh p. pl. mirné vinény, p. pl. hebky, leskly, h. fidké, nerovnomérné rozmisténé, rh. nejsou

Wilcoxina sp.
typ 4

vét. monopodialné pyramidalni, 5-6 $./1cm, 1 Fad vét., S. rovné, vrchol S. nenaduty, b.
$.oranzovocervena, b. vrcholu bleda, b. starsich ¢asti naervenald, kort. b. neviditelné, druh
p. pl. mirné bavinény, p. pl. leskly, h. ani rh. nejsou

Laccaria proxima
typ 1

vét. monopodialné pyramidalni, 10 $./1cm, 2 Fady vét., S. rovné i jednoduse ohnuté, vrchol
$. nenaduty, b. S. oranz., b. vrcholu bledd, b. starsich ¢asti oranz. az nahnédld, kort. b.
neviditelné, druh p. pl. sitkovity, ECM je misty stfibFitd, p. pl. hebky misty stfibfity, h. ani
rh. nejsou

Tylospora fibrilosa
typ 1

vét. monopodialné pyramidalni, 10 $./1cm, 2 Fady vét., . rovné, vrchol S. nenaduty, b.

$. oranz., b. vrcholu bledd, b. starSich ¢asti oranz., kort. b. neviditelné, druh p. pl. mirné
vinény, ECM je misty stfibfitd, p. pl. hebky misty tfpytivy, h. rovhomérné po Spicce, ridké,
rh. nejsou

Tylospora fibrillosa
typ 12

vét. nepravidelné zperené, 8-14 $./1cm, 2 rady vét., S. klikatici se i jednoduse ohnuté, vrchol
$. nenaduty, b. $. oranz., b. vrcholu bledd, b. starSich ¢asti ornaz., kort. b. neviditelné, druh
p. pl. mirné bavinény, p. pl. hebky, leskly, h. ani rh. nejsou

Tylospora fibrillosa
typ 5

vét. monopodialné pyramidalni, 1 fad vét., s. rovné, vrchol S. kyjovity, b. S. oranz., b.
vrcholu bleda, b. starsSich ¢asti oranz. az nacervenald, kort. b. dobfe viditelné, druh p. pl.
mirné bavinény, p. pl. hebky, leskly, h. ani rh. nejsou

Tylospora fibrillosa
typ 34

v&t. monopodialn& pyramidalni, 2 fady vét., &. rovné, vrchol §. nenaduty, b. &. narlzové&la
az nasedla, b. vrcholu oranz., b. starSich ¢asti nasedld, kort. b. neviditelné, druh p. pl. husté
vinény, misty svrastély, p. pl. drsny, nehebky, h.rovhomérné po Spicce, husté, rh. nejsou

Pouzité zkratky: ECM: ektomykorhiza, vét.: vétveni ECM, S.: Spicky, b.: barva, oranz.:
oranzova, kort. b.: kortikalni buriky, p. pl.: povrch plasté, pl.: plast, h.: hyfy, rh.: rhizomorfy.
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AKTUALNI MYKORHIZNI SITUACE
KRKONOSSKYCH SMRCIN

Vitézslava Peskova, FrantiSek Soukup
Vyzkumny uUstav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v.v.i.

Uvod

I kdyz extrémné silné emise siry byly jiz na konci 20. stoleti znac¢né zredukovany, je stale imisni
situace ve stfedni Evropé ovliviiovana vyznamnymi acidifikacnimi procesy vcéetné depozice du-
siku. Témto minulym i sou¢asnym zmé&nam ptdniho chemismu se pFisuzuje zasadni vliv na Ustup
ektomykorhiznich hub a s tim souvisejici rozvoj a distribuci jemnych kofent a mykorhiz, které
tak ve vysledku ovliviiuji zdravotni stav lesnich porostu.

Pro hodnoceni miry naruseni ektotrofni stability porostt je mozné vyuZit jak Udaje o druhovém
zastoupeni mykorhiznich hub, tak i data o zastoupeni rliznych forem mykorhiz v kofenovych
sonddach (FeLLNER & Peskova 1995), nebo i nepiimo Udaje o stavu korun stromQ (Cubtin et al. 1999)
a samoziejmé také z rlznych kombinaci té&chto metod.

Dosavadni vysledky vyzkumu mykorhiz ukazuji na diagnosticky vyznam stanoveni procentual-
niho podilu mykorhiznich druht makromycetl vztazenych k celkovému mnozstvi druhl nebo jen
k nemykorhiznim druhlm. Tento pomér do jisté miry reflektuje mykorhizni poméry a jejich nizké
zastoupeni indikuje naruseni ektotrofni stability lesa. Pogkozeni lesa zplsobené predevsim v dd-
sledku vzdusného znecisténi Ize popsat tfemi stadii naruseni ektotrofni stability lesa (latentni,
akutni, letalni), jez jsou pfimo spojena s urcitymi fazemi ochuzovani houbovych spolecenstey,
ale i s pfipadnym narlstem fruktifikace nékterych specifickych druhl (FeLLner 1989).

Pozitivni zavislost vztahu mezi ,indexem asimila¢ni kapacity produkéni ¢asti koruny” jednotlivych
stromU a pocty plodnic véech ektomykorhiznich druhd hub, nalezenych pod primétem jejich
koruny, zjistil statistickymi testy v horskych smrkovych ekosystémech MaLenovsky et al. (2000).
Z vysledkl studie vyplyva pfimy vztah mezi postupnym pogkozovanim asimilaéniho aparatu
a poctem plodnic ektomykorhiznich hub.

Studium jemnych kofend je daldim ddlezitym zdrojem informaci pro pochopeni vztahd v lesnich
ekosystémech. Dynamika rozvoje jemnych kofenovych systémul a ektomykorhiz je fizena jednak
vnitinimi faktory dieviny, podminkami pldniho prosttfedi (dostupnosti vody, aciditou, dostup-
nosti mineralnich latek, obsahem organické hmoty v pudé atd.) a povétrnostnimi vlivy. My-
korhizni kofenovy systém lesnich dfevin pomé&rné citlivé reaguje na acidifikaci ptdy, vapnéni
a hnojeni. PredloZzena prace stavi na téchto predpokladech a pfedklada srovnani mykorhiznich
pomérl na rozdilnych stanovistich.

Material a metody

K srovndvaci studii byly vybrany dvé plochy leZici v oblasti Ob¥iho dolu - RGZova hora (RH)
a Snézka (SN) a pro srovnani dvé plochy v oblasti Tetfevich bud - Tetfevi vrch (TV), Jeleni vrch
(JV). Plochy leZi na uzemi KRNAP, LS Horni MarSov a LS Vrchlabi. Plocha oznacena jako RUZova
hora se nachazi na moréné na levém brehu feky Upy (50°43°N, 15°44°E, 980 m n. m., vegetacni
typ - Vaccinio-Piceetum, stari porostu 100 let, témér 100% Picea abies). Plocha oznacena jako
SnéZka se nachazi na lokalité Pod kovarnou (50°44°N, 15°44°E, 1 000m n. m., vegetacni typ -
Calamagrostio villosae-Piceetum, stari porostu 90 let, 100 % Picea abies). Plocha oznacena jako
Tetrevi vrch byla vytycCena na lokalité Rejdisté (50°40°N, 15°41,’E, 1 010m n. m., vegetacni typ
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- Calamagrostio villosae-Piceetum, stari porostu 80 let, 100% Picea abies). Plocha oznacena
jako Jeleni vrch se naléza pobliz loveckého zamecku (50°40°N, 15°42,’E, 1 040m n. m., vege-
taCni typ — Calamagrostio villosae-Piceetum, stari porostu 80 let, 100 % Picea abies).

V letech 2004 - 2007 jsme na vSech Ctyrech plochach soubézné sledovali fruktifikaci makromy-
cetl, defoliaci a predev&im odebirali standardni metodou pldni sondou kofenové vzorky.

Na kazdé plose bylo vybrano a ocislovano 100 strom{. Béhem vyzkumu se na nich provadél ve
vegetaénim obdobi cca 1x mé&si¢né sbé&r makromycett (podrobnosti viz Peskovia & Soukup 2006a)
a v jarnim a podzimnim obdobi byly odebirdny kofenovou sondou vzorky kofend (Peskovi 2000).
Analyza jarnich a podzimnich odbé&rl poskytla data o mife mykorhizace. Jsou to primérné hod-
noty hustoty (Hu) a procentudlniho podilu (%) mykorhiz z péti odebranych sond. Hustota aktiv-
nich (Am) a neaktivnich (Nm) mykorhiz byla poéitédna jako primérna hodnota poétu mykorhiz
vztazend na 1cm délky kofene. Procentualni podil mykorhiz byl kalkulovan jako pomér aktivnich
a neaktivnich mykorhiz z celkového poctu vsech nalezenych mykorhiz. Zakladnim postupem pfi
analyze byla extrakce a identifikace vSech aktivnich a neaktivnich mykorhiznich spi¢ek na stan-
dardnim vzorku tj. segmentu kofenu 5cm dlouhém o priméru do 1 mm. Takto bylo vyhodno-
ceno 20 zakladnich kofenovych segmentd v kazdé sondé&. Pocéty jednotlivych typd mykorhiznich
Spicek byly urcovany pod binokularni lupou podle jejich tvaru a struktury (PeskovA & Soukup
2006b).

Na plochach byl dale hodnocen zdravotni stav smrki pomoci standardni klasifikace defoliace
korun. Defoliace je definovana jako relativni ztrata asimilacniho aparatu v koruné stromu v po-
rovnanim se zdravym stromem, rostoucim ve stejnych porostnich a stanovistnich podminkach
(RoseL & ReuTHER 1995, Fasianek et al. 2004). Defoliace se vyjadfuje procenticky v intervalech po
5%. Hodnotila se vizualné a byla proto zatiZena urcitou chybou, vyplyvajici ze subjektivniho vlivu
hodnotitele. Chyba byla minimalizovana tim, Ze kazdy strom posuzovali 3 hodnotitelé a pouzita
byla pridmérnéd hodnota. Hodnoceni zdravotniho stavu smrkd bylo na trvalych pokusnych
plochach provadéno na prelomu srpna a zari. Celkem bylo na Ctyfech plochach hodnoceno
400 jedincl - 100 vybranych a oznadenych strom{ na kazdé ploge.

Pfi vyhodnocovani druhové diverzity mykorhiznich a dal$ich makromycetd byly vybrané porosty
pravidelné sledovany, a to pfiblizné jedenkrat mési¢né v pribéhu fruktifikaéniho obdobi. Udaje
ziskané pfi standardnim mykologickém monitoringu (2500 m2 pro kazdou plochu) zahrnuji jména
zjist&nych druht makromycetl (nomenklatura prevazné podle KreiseLa 1987, upravena v né-
kterych pripadech podle Lecona & HenriciHo 2005), Udaje o abundanci druhu (pocet plodnic
jednotlivych druhl na plode) a frekvenci (vyskyt druhu na dil&ich plochach o velikosti 100 m?)
v jednotlivych mésicich fruktifikace.

Vysledky
Mykorhizy

Z dat uvedenych v tabulce 1 je patrné, Ze nejvyssi hodnoty hustoty Am (obr. 1) vykazovala
plocha SnéZka (2,7 cm™) na podzim v r. 2007, rovnéZ? primérna hodnota hustoty Am (jaro,
podzim) byla na této ploSe za Ctyfi sledované roky nejvyssi (1,19 cm). Nejnizsi hodnoty vyka-
zoval Tetfevi vrch (0,29 cm™) na podzim r. 2006, kde byly rovnéz hustoty Am (jaro, podzim) za
vySsi hustota na podzim na krytych plochach (1,48 cm™) a nejnizsi na jare na exponovanych
stanovistich (0,87 cm™). Taktéz rocni hustota Am (jaro, podzim) byla na krytych stanovistich
vyrazné vyssi (1,19 cm™).

Hustota Nm byla nejnizsi na plose Jeleni vrch (0,43 cm™) na jafe v r. 2007. Nejvyssi byla na pod-
zim v r. 2004 (obr. 2) na plo$e RUZova hora (1,7 cm™). Nejnizéi roéni hustota Nm (jaro, podzim)
byla zaznamendna na Tetfevim vrchu (0,69 cm™) a nejvy&&i na ploge RGZova hora (1,08 cm™). Pfi
srovnani krytych a exponovanych ploch byla hustota Nm nizSi na exponovanych stanovistich
(0,73 cm™) na jare a nejvyssi na podzim na krytych plochach (1,32 cm™). Rocni hustota Nm
(jaro, podzim) byla nizsi na exponovanych plochach (0,75 cm™).
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Tab.1: Hodnoty hustoty a procentualniho podilu mykorhiz v letech 2004 - 2007

Rdzova HuAm HuAm- HuNm- HuNm- HuCelk. | HuCelk. %Am %Am- %Nm %Nm-
hora Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz.
2004 0,97 0,94 0,77 1,7 1,74 2,63 56 36 44 64
2005 1,71 1,06 0,74 0,77 2,46 1,82 70 58 30 42
2006 0,59 0,52 1,38 1,26 1,97 1,79 30 29 70 71
2007 0,75 1,45 1,47 0,57 2,22 2,02 34 72 66 28

pramér 1,01 0,99 1,09 1,08 2,10 2,07 47 49 53 51

Snéka HuAm HuAm- HuNm- HuNm- HuCelk. | HuCelk. %Am] %Am- %Nm %Nm-

Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. aro Podz. Jaro Podz.
2004 1,17 0,71 0,73 1,49 1,9 2,2 62 32 38 68
2005 0,87 1,9 0,92 0,94 1,79 2,84 49 67 51 33
2006 1,22 1,11 0,68 0,89 1,9 1,99 64 55 36 45
2007 1,44 2,7 0,63 0,7 2,07 3,39 70 79 30 21

pramér 1,18 1,61 0,74 1,01 1,92 2,61 61 58 39 42
Jeleni HuAm HuUAm- HuNm- HuNm- HuCelk. HuCelk. %Am %Am- %Nm %Nm-
vrch Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz.
2004 1,03 0,84 1,09 1,43 2,13 2,27 49 37 51 63
2005 1,71 1,39 0,75 1,11 2,46 2,49 70 56 30 44
2006 0,98 0,47 0,73 0,46 1,71 0,93 57 51 43 49
2007 0,49 0,88 0,43 0,55 0,92 1,42 53 62 47 38

pramér 1,05 0,90 0,75 0,89 1,81 1,78 57 52 43 48

Tetrevi HuAm HuAm- HuNm- HuNm- HuCelk. | HuCelk. %Am %Am- %Nm %Nm-
vrch Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz. Jaro Podz.
2004 0,76 0,49 0,67 0,96 1,44 1,45 53 34 47 66
2005 0,79 0,94 0,56 0,69 1,34 1,63 59 58 41 42
2006 0,35 0,29 0,52 0,57 0,87 0,86 41 34 59 66
2007 0,82 0,37 1,1 0,45 1,92 0,83 43 45 57 55

primér 0,68 0,52 0,71 0,67 1,39 1,19 49 43 51 57
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Obr. 4: Srovnani defoliace v letech 2004 - 2007

Procentualni podil Am (obr. 3) byl nejvyssi na plose Snézka (79 %) na podzim v r. 2007, taktéz
primérné % Am (jaro, podzim) za &tyti sledované roky bylo na plode Snézka nejvy$si (60%).
Naopak nejniz&i podil Am byl registrovdn na ROZové hofe (29%) na podzim v r. 2006. Nejniz&i
ro¢ni podil AM (jaro, podzim) byl zjiStén na Tetfevim vrchu (46 %). Pfi porovnani procentualniho
podilu na obou rozdilnych stanovistich jsou vyssi hodnoty na krytych stanovistich na jare (54 %)
a nizsi na podzim na exponovanych stanovistich (49 %). Rovnéz roc¢ni procentualni podil je lepSi
na krytych plochach (53 %).

Porovname-li mykorhizni situaci na krytych a exponovanych stanovistich, jsou celkové patrné
vySsi hodnoty aktivnich mykorhiz na krytych stanovistich. Hodnoty neaktivnich mykorhiz jsou na
krytych plochach rovnéz vyssi, rozdil neni vSak tak vyrazny.

Defoliace

V letech 2004 - 2007 byla primé&rna primarni defoliace na ploe RdZova hora 45% a na Snézce
47 %, na plose Jeleni vrch 44 % a na Tetfevim vrchu 44 %. Porovnanim krytych a exponovanych
ploch nebyl registrovan rozdil v defoliacich. Je mozné Fici, ze na vSech ¢tyrech plochach docha-
zelo v pribéhu sledovani k mirnému narlstu defoliace (obr. 4). Rozdil mezi plochami v Ob#im
dole a na exponovanych stanovistich u Tetrevich bud je minimalni, o 2% je vyssi defoliace na
krytych lokalitach.

Makromycety

Vyrazné pozitivni zmény byly zaznamendny v nardstu po¢tu druhl makromycett i v procentu-
&lnim podilu mykorhiznich druh@ hub (obr. 5). Na plose SnéZka se primérny pocet druhl zvysil
z plvodnich 30 druhd v r. 2004 na 37 v r. 2007. Na plose Jeleni vrch bylo v r. 2004 zjist&no 40
druhd hub a v r. 2007 jiz 45. Na Tetfevim vrchu vzrostl jejich pocet z 41 na 47 druh{. Pouze na
ploge RUZova hora doslo k poklesu z 65 druhl v r. 2004 na 55 druhl v r. 2007. Porovnanim poctu
druhl na exponovanych a krytych stanovistich byl vy$si pocet druhl na krytych lokalitach.
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Obr. 5: Druhova diverzita makromycett

Prdmérny procentudlni podil mykorhiznich hub vzrostl na v8ech sledovanych plochach. Na ploge
Snézka prumérny procentudlni podil mykorhiznich hub vzrostl z ptivodnich 43 % v r. 2004 na
59 % v r. 2007. Na Jelenim vrchu byl nardst z 50% na 60% v r. 2007. Na plo$e TetFevi vrch stoupl
podil mykorhiznich druhl z 54% v r. 2004, na 60% v r. 2007. Na plo3e RiZova hora zistal podil
mykorhiznich hub po ¢tyrech letech stejny, avSak ze vSech Ctyfech srovnavanych ploch nejvyssi
71%. Porovnanim krytych a exponovanych ploch je procentudlni podil mykorhiznich druhd hub
vyssi na krytych lokalitach, a to o 7 %.

Porovnanim poctu rodd mykorhiznich hub byl zjisté&n nejvy$si pocet na plochéach Tetfevi vrch v r.
2004 (12) a Jeleni vrch v r. 2005 (12). Nejnizsi pocet byl na plose Snézka v r. 2005 (7) a plose
ROZova hora v r. 2006 (7). Porovnanim krytych a exponovanych stanovist byl primérny pocet
rodt mykorhiznich hub v letech 2004 - 2007 na exponovanych stanovistich vyssi (22), na krytych
lokalitdch nizsi (17). Poéty nalezenych rodd véech makromycetd byly nejvys&i v r. 2005 na R{-
7ové hote (17), naopak nejméné rodd bylo zaznamendno v r. 2006 na ploSe Sné&zka, Jeleni vrch
(10). Porovnanim krytych a exponovanych stanoviét jsou primérné pocty rodd véech nalezenych
makromycetd stejné (26).

Detailn&j$i statistické vyhodnoceni dat nardzi na né&kolik problémd. Roky se vlivem rlznych me-
teorologickych podminek vyrazné liSi. Data ziskana v kratké Casové radé neumoznuji vyuziti
b&Znych testovacich postupu. Jako nejvhodné&jsi se proto v této situaci jevi neparametrické srov-
nani parovanych hodnot z exponovanych a krytych stanovist (n=8). Tyto testy ukazaly statisticky
vyznamné rozdily (na hladiné vyznamnosti 5%) v zastoupeni hustoty aktivnich i hustoty neaktiv-
nich mykorhiz na podzim a to i tam, kde nep¥ili§ zfetelné rozdily v primé&rnych hodnotach pouze
naznacovaly tyto moznosti. K zpracovani dat byl pouZit program Statistica 6.0 (Statsoft Inc.).

Diskuse

Nase data odpovidaji teoretickym piedpokladtim o ovlivnéni celé fady zakladnich parametrd lesa
exponovanych horskych smréin na celou fadu zakladnich parametrl lesa (Vacek et al. 2007). Po-
tvrzuji také zlepsujici se situaci smrkovych porostl. Jednotlivé aspekty zahrnuté do vyzkumu
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maji svoji specifickou problematiku. Jejich vzajemné porovnani pak naznacuji vyznamné souvis-
. o T . r o
losti dulezité pro rozvoj smrkovych porostu.

Spektrum makromyceti

Rada autor( poukazuje na souvislost mezi naru$enim mykorhiznich pomérd ¢i Gstupem mykorhi-
znich hub na jedné strané a vlivy vzdusného znecisténi (ScHLecHTe 1986, FeLLNER 1989, 1993, Ter-
MORSHUIZEN & ScHAFFERs 1987, ArnoLbs 1989, Guipen et al. 1992), pripadné na vztah s vizualné hod-
notitelnym poskozenim lesnich dfevin (Jakucs 1986, Jansen 1991, FeLLner & Soukup 1991) na strané
druhé. Ochuzovani plvodné bohatého spektra ektomykorhiznich hub postupuje s celkovym osla-
bovanim porostl v horskych a podhorskych oblastech (Lersova et al. 1987).

Nami ziskané vysledky jsou v souladu s poznatky ziskanymi na dalSich lokalitdch v KrkonosSich
(FeLLNER & Lanpa 2003). Rozéiteni makromycett v krkonodskych lesich signalizuje vyrazny narQst
v druhové diverzité, abundanci a frekvenci. Tykd se to pfedevsim druhd mykorhiznich, vy-
znamné ovliviiujicich vyzivu lesnich dfevin a klimaxovych horskych smrcin, v minulych desetile-
tich nejvyrazné&ji mykorhizn& ochuzenych i zdravotné postizenych. Vysoka citlivost vQ¢&i imisim
u Fady druh( ektomykorhiznich hub byla evidentn& dlvodem jejich Ustupu v 80. letech, kdy se
druhova diverzita mykorhiznich hub v klimaxovych horskych smréinach Krkonos snizila na méné
jak jednu pé&tinu druhl b&Zné& uvadénych z té&chto lesd jest& kolem roku 1960 na polské strané
Krkono$ (Nespiak 1971). Soucasny enormni narlst hub je ve zFejmé negativni korelaci s hladinami
emisi (zejména SO,) v CR v prib&hu 90. let a zda se, Ze pFevysuje i Udaje o zastoupeni hub v Kr-
konosSich na pocatku 60. let. Naznacuje to realnost progndzy vyrazného revitalizacniho trendu
v krkonosskych smrcinach (FeLner & Lanpba 2000).

Mykorhizni situace

Hustota mykorhiz je ovlivnéna predevsim dlouhodobé existujicimi lokalnimi podminkami, za-
timco procentualni podil mykorhiz patrné citlivéji reaguje na okamzité zmény, jako je napf. via-
hovy stres, zmé&ny imisni situace atd. Jinym komplikujicim faktorem mdze byt opakuijici se silna
defoliace zplsobena hmyzim Zirem, jez mdze zdsadnim zplsobem redukovat mykorhizni aktivitu
v prislusnych letech, jak to bylo nazorné prokazano Lastem a jeho spolupracovniky (LasT et al.
1979) pfi uméle provedeném odlisténi mladych bfiz.

Vztah mykorhizace a defoliace

Vysledky mykorhiznich a mykologickych vyzkum@ v dubovych, smrkovych a bukovych porostech
(FeLLner et al. 1991, 1993, 1995, Soukup et al. 2001, 2002, 2003) ukazuji vétsSinou pozitivni kore-
laci procentudiniho podilu mykorhiznich druhd hub (posuzovano podle fruktifikace) k zjisténému
procentudlnimu podilu aktivnich mykorhiz ziskanych z pldnich sond. Na vét$iné sledovanych
dubovych ploch vykazoval procentualni podil aktivnich mykorhiz negativni korelaci s vyraznou
defoliaci stromU. Tento zavér mivd své omezeni a plati pouze pro stromy s vysokou mirou defo-
liace (vyssi nez 60 %) a zpravidla na stanovistich vykazujici obdobnou hustotu mykorhiz (FeLLNER
& PEeSkovA 1995).

Zaveér

Srovnani mykorhiznich charakteristik a daldich parametrl lesa (makromycety, defoliace) na tzv.
krytych a exponovanych stanovistich naznacuje, ze smrkové porosty situované na viceméné
krytych dnech udoli vykazuji mirné lepsi hodnoty v hustoté aktivnich mykorhiz, procentualnim
podilu aktivnich mykorhiz a v procentudlnim podilu mykorhiznich druhl hub. Defoliace, hustota
neaktivnich mykorhiz a poéet rodd mykorhiznich hub byly prekvapivé mirné lepsi na exponova-
nych stanovistich. Poetnost rodd véech nalezenych makromycett byla stejnd. Je mozné konsta-
tovat, ze byly zjistény rozdily v nékterych sledovanych parametrech na krytych a exponovanych
plochach Krkono$, které odpovidaji predpoklddanému vlivu specifickych klimatickych faktord.
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Poznamka

Mykorhizni charakteristiky na krytych a exponovanych stanovistich byly sledovany a hodnoceny
v ramci reseni vyzkumného zaméru MZe 0002070203 , Stabilizace funkci lesa v antropogenné

/i

narusenych a ménicich se podminkach prostredi”.
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Uvod

Vychodni ¢ast Ceské republiky je postizena rozpadem smrkovych porostll. Lesy stresované
suchem (Stavovsky 2002) jsou nasledné napadany vaclavkou smrkovou (HoLusa & Liska 2002).
Oslabené stromy jsou kolonizovany lykozrouty (HoLusa & Liska 2002). Jedna se predevsim o Os-
travskou panev, Podbeskydskou pahorkatinu, Nizky Jesenik, ale také o oblasti vyssich nadmof-
skych vySek ve Slezskych Beskydech (Sramek et al. 2008) ¢i Hrubém Jeseniku. Chradnouci
stromy jsou aktivné vyhledavany a nasledné kaceny a asanovany. Na neékterych mistech jiz
smrk UpIn& vymizel z dfevinné skladby. Reenim je pfemé&na smrkovych porostl na smigené
listnaté lesy.

V ohrozenych lokalitach jsou vysazovany prednostné listnace a je usilovano co nejvice se priblizit
prirozené drevinné skladbé. I kdyz hlavnim cilem je zména dfevinné skladby, urcitou moznosti
jako ochrana proti vaclavce by mohlo byt oSetfeni kofenového systému sazenic smrku mykorhi-
znimi pripravky. Ty mohou zlepsit uchyceni sazenic, zvysit jejich biologickou kvalitu a rezistenci
k vn&jsim stresiim. Kofinky by tak byly obsazeny mykorhiznimi houbami a zabranilo by se na-
padeni vaclavkou. Mykorhiznich pFipravk( je vyuzivano v lesnictvi, $kolkaFstvi, zahradnictvi
a zemé&délstvi pfi rekultivaci pid, osazovani svahi a okrajd silnic, vysadb& méstské zelené&, pés-
tovani IéCivych rostlin atd.

V tomto prispévku uvadime predbé&Zné vysledky poloprovoznich pokust, ve kterych jsme

e srovnali rist a vyvoj oetfenych (inokulovanych) a neodetfenych (kontrolnich) sazenic smr-
ku ztepilého (Picea abies) mykorhiznim pripravkem a

e a stanovili miru obsazeni kofend mykorhiznimi houbami.

Podrobné vysledky jsou pripraveny do tisku ve védeckém Casopise (VosTRA ET AL. in prep.).

Metodika

Sazenice smrku ztepilého byly oSetfeny ektomykorrhiznim pFipravkem Ectovit® (vyrobce Sym-
biom s.r.0.) na majetku Mé&stskych lest Opava (k.U. SkFipov). Ectovit je o¢kovaci latka obsahu-
jici ektomykorhizni houby a dalsi dvé slozky pevné nosiCe (smés Perlitu a jemné raseliny)
obsahujici spéry ektomykorhiznich hub (Scleroderma spp. a Pisolithus spp.) a smési pfirodnich
latek podporujici vznik mykorhizni symbidzy (vytazky z mofskych fas, pfirodni zdroje dusiku,
hof¢iku a drasliku). Druhou slozkou je tekuté médium v polyetylenovych saccich, které obsa-
huje sterilné péstované mycelium dalSich ektomykorhiznich hub (Laccaria spp., Boletus spp.
aj.), vybranych podle druhu cilové dfeviny (http://www.symbiom.cz/eshop/index.php).

Na celkem 10 holinach malého rozsahu (<0,5 ha), které vznikly vytézenim odumrelych ¢asti smr-
kovych lesd, bylo mykorhiznim pfipravkem o$etfeno celkem 50 dvouletych sazenic, které byly
vysazeny v péti radach 1.-7.5.2004. Paralelné bylo vysazeno pét rad sazenicemi neosetifenymi
Ectovitem.
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V obdobi 26. do 28. zari 2008 bylo na péti plochach v nadmorskych vyskach 400-500m n.m. (SLT
4B a 40), které bylo mozno vyhodnotit a nebyly zni¢eny p¥i dalSich lesopéstebnich opatfenich
provedeno vyhodnoceni Umrtnosti a stavu smrkovych sazenic (vyska, tloustka korenového
kréku). Na kazdé plose bylo proméfeno dvacet sazenic (pét v kazdé radé), vyska tloustka kofe-
nového systému a byla sledovana mortalita. Z kazdé plochy byly odebrany ctyfi oSetrené a Ctyfri
kontrolni sazenice (celkem 40) z centralni ¢asti péti Fad pro laboratorni zhodnoceni parametri
sazenic (vy$ka nadzemni ¢asti, maximalni délka kofene, tloustka kofenového kréku, hmotnost
sudiny nadzemni &asti a kofene) a mykorhiznich pomérd. Vlastni vyhodnoceni mykorhiznich po-
mérd bylo provedeno standardni metodou identifikace v§ech aktivnich a neaktivnich mykorhiz-
nich Spicek (Peskova & Soukup 2006). Hlavni jednotkou pfi stanoveni po¢tu mykorhiz byl segment
kofenu 5cm dlouhy, o priméru do 1 mm. Takto bylo vyhodnoceno 20 kofenovych segmentl na
kazdém kofenovém systému. Poclty jednotlivych typl mykorhiznich &pi¢ek byly uréovany pod
binokularni lupou podle nasledujicich diagnostickych znaktd: do skupiny ,aktivnich mykorhiz”
byly fazeny Spicky s vyvinutym houbovym plastém, Hartigovou siti, s vysokym turgorem, po-
stradajici korenové vlaseni, na povrchu hladké, svétlejsi barvy. Naopak Spicky, u nichz byla pa-
trna vyrazna ztrata turgoru, které byly na povrchu svraskalé, chybél jim houbovy plast a Harti-
gova sit, byly zafazeny do skupiny ,neaktivnich mykorhiz”.

Urover mykorhiznich vztah( pak byla hodnocena s vyuzitim dvou parametr(: hustota mykorhi-
znich Spicek a jejich procentualni podil. Hustota aktivnich a neaktivnich mykorhiz byla pocitana
jako prdmérna hodnota zji§t&ného poétu mykorhiz vztazend na 1cm délky kofene. Procentudlni
podil mykorhiz byl kalkulovan jako pomér aktivnich a neaktivnich mykorhiz z celkového poctu
vSech nalezenych mykorhiz.

Namérené parametry inokulovanych a kontrolnich smrkovych sazenic v terénu i v laboratofi byly
testovany parovym t-testem a stejné jako pocty prezivSich sazenic, pro které byl pouzit Mann-
Whitneydv U test, byly provedeny v programu Statistica 8.0.

Vysledky

Vyska smrkovych sazenic namérena v terénu se pohybovala od 99cm do 140cm. V pripadé
kontrolnich sazenic byla primé&rna vyska 103,5cm a byla signifikantn& niz$i neZ u sazenic ino-
kulovanych, 133,5cm (t=-8,01713; p<0.01; obr. 1). VySka nadzemni ¢asti sazenic namérena
v laboratofi se pohybovala od 70,3cm do 96,5cm a v pripadé kontrolnich sazenic byla primérna
vyska 77,8 cm také prlikazné nizsi nez u inokulovanych 90,6 cm (t=-2,67408; p<0.05).

Tloustka kofenového kréku smrkovych sazenic namérené v terénu se pohybovala od 18,6 mm do
27,3mm a kontrolni plochy vykazovaly primé&rnou hodnotu 19,4mm, coZ je signifikantn& méné
nez u inokulovanych 26,1 mm (t=-9,08212; p<0.01; obr. 2).

Tloustka kofenového kréku smrkovych sazenic namérené v laboratofi se pohybovala od 16,3 mm
do 21,5mm a kontrolni plochy vykazovaly prdmé&rnou hodnotu 18,1 mm a inokulované 19,7 mm
Prdméry nejsou signifikantné rozdilné (t=-1,17472; p>0.10).

Max. délka korfene smrkovych sazenic namérené v laboratofi se pohybovala od 25,6 cm do 41,3cm
a v pripadé kontrolnich sazenic byla primérna délka 29,6 cm a inokulovanych 37,3 cm (t=-2,77942;
p<0.01; obr. 3).

Procentualni podil aktivnich mykorhiz se pohyboval od 32% do 70%. Podil aktivnhich mykorhiz
na kontrolnich plochach byl 38% na inokulovanych 64% (obr. 4). Procentualni podil aktivnich
mykorhiz dosahoval signifikantné vyssich hodnot u oSetfenych smrkovych sazenic (t=-6,50379;
p<0.01).

Prdmérna hmotnost sudiny nadzemni &asti u kontrolnich sazenic byla 131,029 a u inokulovanych
181,959 a primé&rna hodnota hmotnosti kofenového systému byla u kontrolnich sazenic 25,989
a u inokulovanych 37,664g.

Na vsSech lokalitach byla ujimavost kontrolnich sazenic nizsi nez sazenic inokulovanych. Celkem
se z kontrolnich sazenic ujalo 77% a ze sazenic inokulovanych 86%. Primérné pocty jsou signi-
fikatné rozdilné (Z=-2,61116; p<0.01).

39



Obr. 1: Primérné (+SE, £SD) vysky Obr. 2: Primérné tloustka (+SE, £SD)

nadzemni Casti smrkovych sazenic (cm) koienového kréku smrkovych sazenic (mm)
Obr. 3: Primérna maximalni (+SE, +SD) Obr. 4: Primérny procentualni (+SE, £SD)
délka kofene smrkovych sazenic (cm) podil aktivnich mykorhiznich $piéek (AM) (%)
Diskuse

Pozitivni vliv umé&lé inokulace semenadki mykorhiznimi houbami je prokazén ve sterilnich kul-
turach nebo hrncovych i polnich pokusech (Cuptin T AL. 1983, Dixon ET AL. 1998, HatcH 1937,
KroPACEK 1987, 1989, MorTiER ET AL 1989, KowaLski 2007, MoRrTIER ET AOL. 1988, PArRkE ET AL. 1984,
SzasLA 2005, THEODOROU 1968, A1.). Smrkové sazenice oSetfené pripravkem Ectovit dosahly vét-
$ich dimenzi, a to jak vydky sazenic, tak tloustky kofenového systému). Prikazny neni rozdil
v kofenovych krécich u sazenic méfenych v laboratofi, nebot podlehly negativhimu vybéru,
protoze pro studium mykorhiznich Spi¢ek byly odebrany sazenice mensich dimenzi). Tento
efekt je nejspiSe obecny. VysSsi hodnoty vysky zasenic u mykorhizovanych sazenic byly proka-
zany u nékolika drevin (SzasLa 2005). Hustota aktivnich mykorhiz i procentudlni podil aktivnich
mykorhiz byl prokazateln& vy3si u inokulovanych sazenic. Vysledky byly prikazné, i pfesto, Ze
pldy na zalesfiovanych plochach obsahuji oproti umé&lym substratim autochtonni ektomy-
korhizni houby a celou fadu mikroorganisml s potencidlnimi symbiotickymi vztahy, které
mohou vytvofit nekontrolovatelné interakce, ovlivnit rist sazenic a zastfit pfipadné i rozdil
mezi ockovanymi a kontrolnimi variantami (GrynoLer 2004). K spontannimu vzniku mykorhlz tak
dochazi i u neockovanych kontrol, které v nékterych pokusech vykazovaly i vy$sich primérnych
hodnot (Caisovi 1994). Proménlivost vyskytu téchto mikroorganismd v ptirozenych podmin-
kach i v zavislosti na pldnich pomérech a také vliv neopakovatelnych klimatickych podminek
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vrv.

po né&kolik testovanych vegetaénich obdobi jsou hlavnimi pfi¢&inami velkych rozdilG u experi-
mentalné ziskanych vysledkd s umé&lou inokulaci semenddl a sazenic (Peskovi 2000). Hustota
mykorhiz je ovlivnéna pfedevsim dlouhodobé existujicimi lokalnimi podminkami, zatimco pro-
centudlni podil mykorhiz je patrné citlivéji reagujici na okamzité zmény, jako je napf. vidhovy
stres, zhorseni imisni situace atd.(FeLLNEr & Peskova 1995; Peskova 2006).

Jednim z hlavnich cild umé&lé inokulace je Uspé&3né preZiti sazenic po ptesazeni a stimulace jejich
dal$iho efektivniho rlstu ve stresovych podminkach (SzasLa 2005), ktery vede k zlepSeni zdra-
votniho stavu a odolnosti vi¢i riiznym abiotickym a biotickym ¢initeldm.

Uméla inokulace resp. osetreni smrkovych sazenic mykorhiznim pripravkem pozitivné podpofila
ujimavost, rdst a vyvoj smrkovych sazenic, kdy sazenice na oSetfenych plochach vykazovaly ve
vét&iné hodnoticich parametr( lepsich vysledkld neZ kontrolni sazenice. Na zakladé vyhodnoceni
tohoto pokusu Ize metodu umélé inokulace sazenic pro lesnickou praxi doporudit (po provedeni
kalkulace ekonomickych nakladt) i v inkriminované oblasti. Dal&i vyvoj a pfipadné lepsi prezivani
jedinct smrku je nutno vyhodnotit po del&i dobé&.

Podékovani

Prispévek byl ¢astecné financovan v ramci reseni vyzkumného zaméru MZe 0002070203 ,,Stabi-
lizace funkci lesa v antropogenné narusenych a ménicich se podminkach prostredi”.
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APLIKACE PCR TECHNIK VE STUDIU
BIODIVERZITY MYKORHIZNICH HUB
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Uvod

Mykorhizni houby jsou heterogenni skupinou asi 6000 druhl naleZejicich do pododdéleni Zygo-
mycotina, Ascomycotina a Basidiomycotina. Jsou rozdé&leny do mnozstvi rdznych skupin zavise-
jicich na jejich vztazich s hostitelskymi rostlinami, které zahrnuji asi 240 000 druhd. Mykorhizni
houby osidluji v prib&hu svého Zivotniho cyklu rtizné pFirodni niky: jako spéry, hyfy a propagule
spocivaji ve rhizosféfe, v priib&hu své interakce s kofeny obyvaji rhizoplédn a nakonec se b&hem
symblotlcke faze vyvijeji uvnitr korenovych tkani (Bianciotto a BonranTe 1998). Navzdory diverzité
taxon( nesou mykorhizni houby dilezité znaky. ZI_]I \Y tesnem spojeni s koreny rostlin a zasluhou
tohoto symbiotického vztahu Usp&sné dokonéuji svij Zivotni cyklus. V prub&hu vzdjemného
plsobeni se vyskytuje obousmérny pfenos mineralnich Zivin a uhliku, zajistujici mezi partnery
kontinudlni tok zivin (Smith @ Reap 1997).

Existuje fada studii, tykajicich se molekuldrnich, bun&&nych a fyziologickych aspektl mykorhiz-
nich hub (ALen 1992; GianiNazzr @ ScHueprp 1994; BonranTE @ PerotTO 1995; MarTIN @ kol. 1995;
Harrison 1997). Ddlezity agrobiotechnologicky vyznam pro low-input zemé&dé&lstvi maji pozitivni
u¢inky mykorhiznich hub na vyZivu a zdravi rostlin i ptdni stabilitu. Nicméné& pfedchozi znalost
biologické diverzity mykorhiznich hub ve rhizosfére je ddleZitd pro potencialni vyuZiti t&chto hub
v agrobiotechnologickych systémech. Napfiklad fyziologické znaky a uziteCnost mykorhiznich
hub se velmi liSi, coz zavisi na jejich taxonomickém zarazeni a nékdy dokonce na vlastnostech
jednotlivého izolatu.

Techniky zalozené na PCR jsou pouzivany jako molekularni nastroj pro identifikaci endo- i ekto-
mykorhiznich hub, kdykoliv chybi nebo jsou nejasné jejich morfologické charakteristiky. Pouzi-
vaji se také k provéfeni vztaht mezi velmi ptibuznymi druhy a populacemi jednotlivych druhl
a Uroven rozliSeni obvykle presahuje schopnost klasickych morfologickych studii (LanFranco a kol.
1998). Udava se, Ze vice nez 5000 druhl ektomykorhiznich hub je asociovéno se sekundarnimi
kofeny Gymnosperm a Angiosperm (MoLina a kol. 1992). Jednim z hlavnich cild sou¢asného vy-
zkumu je porozumét struktufe a dynamice téchto houbovych spolecenstvi (DaHLBERG @ STENLID
1995). Ektomykorhizni houby ve skutec¢nosti projevuji velkou diverzitu dokonce i v malych mon-
okulturnich lesich, které jsou osidleny 20-35 druhy hub (Bruns 1995). Dfive nez byly do studia
této oblasti zavedeny PCR metody, byla vétSina studii zamérena na pritomnost plodnic (sporo-
karpu) s predpokladem, Ze jejich produkce odrdzi zastoupeni symbiotického mycelia (DAHLBERG
a Stenuip 1995). Technika zaloZzené na analyze DNA skytaji jisté vyhody, nebot mohou vyuZit
jakékoliv stadium zivotniho cyklu mykorhiznich hub, véetné plodnic, mykorhiz, extraradikalniho
mycelia a izolovaného mycelia rostouciho in vitro. K identifikaci ektomykorhiznich hub jsou pou-
zivany jaderné a mitochondridlni geny kddujici strukturdlni rRNA nebo mikrosatelity (Garpes
a kol. 1991, Bruns a Garbes 1993). Alternativni metodou je PCR amplifikace , single-copy” genu.
Napriklad Kreuzinger a kol. (1996) Uspésné pouzivali tuto metodu pro 1,2 kb fragment genu
kodujici glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu.

Techniky zalozené na PCR pomahaji zodpovédét mnoho vyznamnych otazek tykajicich se fyloge-
neze, identifikace a polymorfismu mykorhiznich hub. Je zkouman rozsah diverzity pfirodnich
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populaci mykorhiznich hub, ktery se nakonec ukézal vétsi nez se plvodné piredpokladalo. Casto
je pritomno nékolik symbiotickych hub nejenom v tomtéz prostredi, ale i na jednom koreni bez
ohledu na jeho velikost. Dobrym znazorn&nim tohoto fenoménu jsou slabé kofinky zastupcl fadu
Ericales. Hodnocena je jak dynamika mistnich populaci hub, tak i vysledek introdukce kmend
vybranych diky svym fyziologickym vlastnostem. Je evidentni, Ze schopnost t&chto kmend prezit
zavisi na okolnim prostfedi i na jejich interakci s ostatnimi pGdnimi mikroorganismy.

Cilem studie bylo vyuziti techniky PCR-RFLP a sekvenovani jaderného ITS regionu pro ucely
identifikace mykorhiznich hub.

Material a metody

Vzorky ektomykorhiznich hub analyzované v této studii pfisluseji k Celedi Cortinariaceae (Tab. 1)
a byly morfologicky uréeny Mgr. Miroslavem Beranem (Jihoceské muzeum v Ceskych Budé&jovi-
cich) a RNDr. Annou LepSovou, CSc. (PFF JU).

Tab. 1: Vzorky ektomykorhiznich hub asociovanych s kofFeny smrku z Krkonos.

Oznaceni Vzorek Morfologické urceni
PCH 1 K ektomykorhizni Spicka

PCH 1 PL plodnice Cortinarius cinnabarinus
PCH 2 K ektomykorhizni Spicka

PCH 2 PL plodnice Dermocybe bataillei
PCH 13 K ektomykorhizni Spicka

PCH 13 PL plodnice Cortinarius brunneus
PCH 18 K ektomykorhizni Spicka

PCH 18 PL plodnice Cortinarius sp.

PCH 27 K ektomykorhizni Spicka

PCH 27 PL plodnice Cortinarius sp.

PCH 31 K ektomykorhizni Spicka

PCH 31 PL plodnice Cortinarius sp.

Extrakce DNA

Genomicka DNA byla extrahovana z Cerstvé biomasy pomoci DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN).
Pro DNA extrakci bylo pouzito pfiblizné 100mg biomasy, ziskané z plodnic nebo mykorhiznich
Spicek. Vzorky DNA byly uchovavany pri -20°C.

ITS -RFLP analyza

Protokol ITS-RFLP analyzy byl modifikovan z metodiky prace Garpes a Bruns (1996). Pro PCR byly
pouzity univerzalni primery ITS1 a ITS4 (WHite a kol. 1990). Amplifikace DNA probihala v termo-
cykleru PTC - 100 (MJ RESEARCH) s nasledujicimi parametry: 94°C (2 min) pro pocatecni sepa-
raci DNA tetézcl a 35 cykll: 94°C (30 sek.) - denaturace, 62°C (3 min) - annealing primerd,
72°C (1 min) - elongace. Termalni cyklus byl zakoncen elongacni teplotou 72°C (10 min). Ampll-
fikované ITS produkty bny pouzity pro RFLP analyzu. Digesce amplifikovanych fragmentu DNA
se provadéla pomoci rlznych restrikénich endonukledz (Mbol, Hinfl a EcoRI) tak, ze 15 ul PCR
produktu bylo smichano s 2 pl RE bufferu, 0,5 pl restrikéni endonukleazy a dopinéno 2,5 pl H,0
do konecného objemu 20 ul.

Smeés byla inkubovana v termocykleru 6 hod pri 37°C. Produkty po Stépeni byly separovany po-
moci PAGE (10% polyakrylamidovy gel v TBE pufru) a detekovany ethidium bromidem. Doba
trvani elektroforézy byla 6 hodin pfi napéti 150 V. Gely byly fotografovany pod UV svétlem. Zis-
kané elektroforeogramy byly zpracovavany pomoci specialniho software - BioProfil 1D++ pro
vyhodnocovani molekularnich dat.
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Sekvenovani DNA a fylogeneticka analyza

PCR fragmenty (ITS) byly vyfiznuty z agarozového gelu, precistény (JETQUICK Gel Extraction
Spin Kit, KRD) a naligovany do plasmidového vektoru pCR4®-TOPQO® pomoci kitu TOPO TA Cloning®
(Invitrogen, Groningen, The Netherlands) podle instrukci uvedenych v navodu kitu. Rekombi-
nantni plasmidy byly pouzity k transformaci TOPO tepelné kompetentnich bunék Escherichia coli.
Plasmidova DNA byla purifikovana pomoci kitu Invisorb® Spin Plasmind Mini Kit (Invitek) podle
standardniho protokolu.

Sekvenovani DNA bylo provedeno v Laboratofi specialnich technik molekularni biologie (Masary-
kova univerzita, Brno) pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). Sekveno-
vani probé&hlo za pouziti univerzalnich primert M13rev a T7. Ziskané nukleotidové sekvence byly
porovnavany se sekvencemi ulozenymi v GenBank (NCBI - National Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nih.gov) pomoci programu BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (AutscHuL a kol. 1997). Pro mnohondsobné sefazeni sekvenci (multiple alignment) byl pou-
zit program ClustalX (1.81) (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/). Distanc¢ni fylogenetické
stromy byly sestaveny pomoci programu PAUP 4.10b (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)
(Sworrorp 2002), metodou minimalni evoluce s evolu¢nim modelem HKY85.

Vysledky a diskuse

Cilem této studie bylo ovéFeni identifikace ektomykorhiznich hub izolovanych z kofenl smrku,
resp. urceni houby, ktera vytvari v blizkosti stromu plodnici podilejici se na mykorhize. Obr. 1
demonstruje vysledky ITS-RFLP analyzy u 6ti dvojic ektomykorhizni $pi¢ka-plodnice. Z vysledkl
analyzy vyplyva, ze v ,jasnych” pfipadech Ize urcit pfimou souvislost mezi touto dvojici — napf.
vzorek PCH 31, kde se vysledné spektrum restrikénich fragmentt zcela shoduje u obou analyzo-
vanych vzorktd (ektomykorhizni $pi¢ka i plodnice) a u v8ech pouzitych restrikénich endonukledz.
Naopak u dvojic PCH 2, PCH 13, PCH 18 je patrné, Zze dana houba se podili na mykorhize, ale
restrikéni spektrum ze vzorku ektomykorhizni Spicky je bohatSi a na mykorhize se podili jesté
dalsi druh houby. Vzorek PCH 1 pak ukazuje ptipad, kdy jak amplifikace ITS regionu, tak vysle-
dek restrik¢éniho stépeni amplifikovaného produktu poskytuji zcela odliSné vysledky a tyto dva
vzorky dané dvojice si neodpovidaji, tj. na mykorhize se podili zcela odliSné druhy hub, néz jaké
byly sebrany ve formé plodnic. Tento vysledek byl pak potvrzen pomoci sekvenovani (viz. Obr. 2
a Obr. 3).

Obr. 1: Vysledky ITS-RFLP analyzy u ektomykorhiznich hub pochazejicich z Krkonos,
stépeni pomoci restrikéni endonukleazy HinfI.
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Obr. 2: Distanc¢ni fylogeneticky strom pro vybrané druhy hub rodu Cortinarius zalozeny
na sekvencich ITS 1, ITS 2 a genu 5,8S rDNA.
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Obr. 3: Distancni fylogeneticky strom zaloZzeny na sekvencich ITS 1, ITS 2 a genu 5,8S rDNA pro vzorek
PCH 2K* a jeho pfibuzné druhy hub ze tFidy Ascomycetes. Analyzovany vzorek PCH 2K* je vyznacen
tucné. Hodnoty bootstrapu (>80%) jsou znazornény na prislusnych vétvich stromu. K zakofenéni

stromu byla pouzita sekvence druhu Phialocephala fortinii (AY394921). MéFitko oznacuje
0,1 substituci na danou vzdalenost.

V Tab. 2 jsou uvedeny velikosti Useku ITS i prislusnych restrikénich fragmentt u v&ech dvojic
ektomykorhizni Spicka-plodnice. Jak uz bylo uvedeno, ne ve vSech pripadech je amplifikovan
pouze jeden (z hlediska velikosti) ITS produkt (vzorky PCH 2, PCH 13 a PCH 18) a soucCasné i vy-
sledky restrikéniho $tépeni ukazuji, e se na mykorhize podili vice druhl hub (suma velikosti
fragmentl prevysuje plvodni velikost ITS piislu$né plodnice) a pro identifikaci daného druhu
mykorhizni houby je nutné provést analyzy s vice restrikénimi enzymy a posoudit i Sirsi spektrum
hub (plodnic). Pfitomnost pravdépodobné parcidlnich $t&pd je v této tabulce vyznageno pomoci
gernych ¢&islic. DiGvodem tohoto jevu mohou byt nevhodné podminky pro reakci, pfipadné
pritomnost inhibitorl restrikénich endonukledz ve vzorku DNA.

PCR-RFLP analyza predstavuje relativné rychlou metodu, nicméné ne vzdy jsou vSechny vzorky
a restrikéni fragmenty identifikované. KZren a NyLunp (1997) a Horton (2002) pripoustéji, ze hlav-
nim problémem metody ITS-RFLP (pokud se pouzivd samostatné) je, ze pocet neidentifikovatel-
nych vzorkd zlstava pomérné vysoky, i kdyz je k dispozici rozséhla ITS-RFLP datab&ze plodnic.
To je zpUsobeno tim, Zze v réamci velkych geografickych oblasti existuje uréitd vnitrodruhova va-
riabilita a velikosti fragmentd se proto rGzni (K&ren a kol. 1997; MeTrvyn a kol. 2000; HorTon
a Bruns 2001). Metodu ITS-RFLP je tedy mozné pouzit pouze pro prvni orientacni hodnoceni
a nasledné je pravdépodobné& nejvhodnéjsi doplnit tuto metodu sekvenovanim vzork{ a jejich
porovnanim s nam dostupnymi daty v databazich (napf. GenBank).

Pro dal&i zpfesnéni ziskanych vysledkd, tj. pro doplnéni morfologického popisu a ovéreni identi-
fikace mykorhiznich hub, byla zvolena metoda sekvenovani. Byl pouzit cely region ITS, zahrnujici
oblasti ITS1, 5,85 rRNA a ITS2. Po sekvenovani amplifikovanych fragmentl byly ziskané sek-
vence porovnany s dostupnymi daty, tj. nukleotidovymi sekvencemi v databazi GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov). Druhy, které byly pro svou vysokou podobnost pfifazeny k prislusnym
analyzovanym sekvencim, byly ddle pouZity pro sestrojeni fylogenetickych stromt pomoci pro-
gramu PAUP 4.10b.
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Na Obr. 2 je prezentovan distanéni fylogeneticky strom, ktery zahrnuje 113 zastupcd hub rodu
Cortinarius (plus 4 analyzované vzorky), co? predstavuje vétsi rozsah druhl nez uvadéji L
a kol. (1997) a Peintner a kol. (2001). Vzorek PCH 1 se zaradil do skupiny s dalSimi péti druhy hub:
C. paleaceus, C. pulchellus, C. umbilicatus, C. atrocoerulaeus a C. decipiens. Podobnost nukleo-
tidové sekvence vzorku PCH 1 byla se vSemi zminénymi druhy na Urovni 93%. U tohoto vzorku
se patrné jedna o dosud neosekvenovany druh patfici do ¢eledi Cortinariaceae. Vzorek PCH 2 se
seskupil s houbami druhd Dermocybe aurantiobasis, D. crocea, D. cinnamomea, D. cinnamome-
olutea a D. uliginosus, z nichz nejvétsi shody dosahoval s druhem D. aurantiobasis (U56037)
a D. crocea (U56038), a to v obou pripadech 98%. Vysoka podobnost v rdmci tohoto klastru pak
nabizi otdzku, zda se jedna skutecné o odlisné druhy, ¢i zda by nebyla namisté reklasifikace této
skupiny a vyuziti komplexniho pristupu zalozeného na morfologickych i molekularnich datech,
obdobné jak uvadi Peintner a kol. (2001). Fylogeneticky dendrogram na Obr. 2 mimo jiné svédci
o tom, Ze podrod Dermocybe je polyfyletického plvodu, coZ souhlasi s vysledky prace L a kol.
(1997) a naopak neodpovida tvrzeni Peintner @ kol. (2001). Vzorek PCH 13 je s nejvétsi pravdeé-
podobnosti Cortinarius brunneus, ¢emuz naznacuje jednoznacné zarazeni do klastru tohoto
druhu a vysoké procento podobnosti jejich sekvenci (97-98%). Vzorek PCH 31 se pripojil k druhu
Cortinarius miniatopus. U vzorku PCH 2 byl navic sekvenovan druhy amplifikovany pruh ITS
nehomologni s ITS plodnice (PCH 2K*). Takto bylo doloZeno, e mykorhizni $pi¢ka mize byt
kolonizovana vice druhy hub. K obdobnému zjisténi dospél i RosLinG a kol. (2003). V tomto pfFi-
padé se jednalo o kolonizaci houby patfici do tfidy Ascomycetes (Obr. 3). Nejvyssi podobnost
(91%) se sekvenci analyzovaného vzorku PCH 2K* vykazoval druh Cadophora finlandia - kmen
P60 (AY249074). Na fylogenetickém stromu (Obr. 3) je patrné, Ze ITS sekvence houby druhu
Graphium silanum je identickd s druhem Cadophora malorum. Ke stejnému vysledku dospél
i HarrINGTON @ kol. (2001) a HarringTON @ McNEw (2003), ale soucasné vyjadril pochybnost, zda
kultura Graphium silanum skutecné reprezentuje druh (podobny problém popsal i pro druh
Graphium rubrum). Stejné tak umisténi Hymenoscyphus ericae do klastru s druhem Cadophora
finlandia souhlasi s vysledky prace HarringTON @ McNew (2003), ktefi uvadéji, ze se jedna o ,ses-
terské” druhy.

Tab. 2: Velikosti nestépenych ITS Usek a jejich restrikénich fragmentd (bp) stépenych RE - HinfI u vzork
plodnic a ektomykorhiznich Spicek.

RE PCH 1K PCH 1PL PCH 13K PCH 13PL PCH 31K PCH 31PL
HinrFI ITS | stépy | ITS | stépy | ITS |stépy | ITS | stépy | ITS | stépy | ITS | stépy
1. 727 347 756 410 673 380 673 377 597 326 607 334
2. 655 323 344 513 309 156 296 304

3. 309 241
4 286 157
PCH 2K PCH 2PL PCH 18K PCH 18PL PCH 27K PCH 27PL

ITS | stépy | ITS | stépy | ITS | stépy | ITS | stépy | ITS | stépy | ITS | stépy

1. 800 458 814 458 963 463 963 460 684 362 583 332
2. 619 371 368 830 422 847 422 318 288
3. 335 724 384 378 295
4, 310 566 323
5. 180 276
6. 105

Poznamky:

K ektomykorhizni Spicka

PL plodnice

X" zbytek nestépeného ITS fragmentu

. velikost pravdé&podobné parcidlnich $t&pl nebo u ITS moznost
regular Cislice , , .
nevhodnych podminek pro reakci.

L velikosti fragment( (ITS nebo restrikénich &t&pl) pravdépodobné
italic cislice M Sy " vy .
sobé odpovidajicich dvojic ektomykorhizni Spicka-plodnice.

bold italic &islice velikost ITS n.ebo restrikénich $tépl v poradi druhé houby podilejici
se na mykorhize.

velikost ITS nebo restrikénich $tépd houby, jeZ neni shodna

bold cislice o
s analyzovanou plodnici.
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Obr. 4: Distancni fylogeneticky strom zaloZzeny na sekvencich ITS 1, ITS 2 a genu 5,8S rDNA
pro vzorek PCH 1K. Analyzovany vzorek PCH 1K je vyznacen tu¢né. Hodnoty bootstrapu
jsou znazornény na prislusnych vétvich stromu. K zakofenéni stromu byla pouzita sekvence
druhu Athelia rolfsii (AB075285). Méritko oznacuje 0,1 substituci na na danou vzdalenost.

U v8ech vzorkd, které byly sekvenovany, byly stanoveny sekvence jak u plodnic, tak i u odpovi-
dajicich ektomykorhiznich Spi¢ek. Timto metodickym pFistupem se potvrdilo, Ze se u vzorku PCH
1 jedna o odlidné druhy hub, coZ je viditelné i na spektru fragmentt ziskanych po PCR-RFLP ITS
regionu (Obr. 1). Ve vzorku ektomykorhizni Spicky byla metodou sekvenovani pravdépodobné
detekovana houba druhu Tylospora fibrillosa (Obr. 4). Nejvyssi shodu (97%) vykazoval vzorek
PCH 1K s druhem T. fibrillosa f309, evidovanym v databazi GenBank pod oznacenim AF052561.
U ostatnich vzorkd (PCH 2, PCH 13 a PCH 31) byly prokazany sobé& odpovidajici druhy (plodnice/
mykorhizni Spicka).

Zaveér

Morfologicky popis a molekularni analyza ektomykorhiznich hub poskytuji ne zcela slucitelné, ale
nicméné se doplfiujici se vysledky. Ur&itd taxonomicka jednotka mdze vytvaret riizné morfolo-
gické typy, a odliSné taxony mohou vytvaret vzajemné si podobné morfotypy. Tyto vysledky
naznacuji, Zze existuje morfologické ,prekryvani” a ze pro ektomykorhizni taxony je nutné hod-
notit velky poet morfologickych znakd, tj. popis zalozeny pouze na morfologii neni dostacujici
(WurzBURGER a kol. 2001). Vysledky PCR-RFLP analyzy ITS regionu ukazuji, ze nékteré mykorhizni
Spicky obsahuji vice nez jeden mykorhizni houbovy organismus. Pfesna identifikace dané my-
korhizni houby je mozna na zakladé sekvenacni analyzy. Molekularni pfistup se pak jevi vhodnou
alternativou morfologické identifikace mykorhiznich hub.

Studie byla provedena za podpory projektu MSM6007665806.
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POZNATKY Z TESTOVANIA

mykorizovaného preparatu Vambac na smreku
(Picea abies L.) v oblasti s dlhodobo zvysenym stavom
Armillaria sp.

Anna Tucekova, Valéria Longauerova, Roman Leontovyc¢
Narodné lesnicke centrum - Lesnicky vyskumny Gstav Zvolen

Uvod a problematika

V poslednych desatrodiach sU aj lesy Slovenska vystavené dlhodobému pdsobeniu komplexu
Skodlivych antropogénnych Cinitelov, najma imisiam. V tomto smere patria regidony Kysuc a Oravy
medzi Styri najviac ohrozené regiény na Slovensku. Smrek je dominantnou drevinou pokryvaju-
cou polovicu rozlohy lesov v tejto oblasti. V poslednych rokoch si smrekové porasty na Kysuci-
ach vazne poskodené v dosledku napadnutia podkornym hmyzom (Ips typographus a Pityogenes
chalcographus) a hubovymi chorobami (Armillaria sp.), ktoré sposobili Uhyn velkého poctu stro-
mov, straty na produkcii dreva a zhorsenie stavu zivotného prostredia. Vac¢sina lesov napadnu-
tych podkdérnym hmyzom a hubou Armillaria si smrekové monokultlry alebo zmiesané porasty,
s podielom smreka viac ako 75%. Napriek vzrastajucej tendencii uplatfiovania prirode blizkych
zasad pestovania lesa ma aj umela obnova lesa stéle vyrazny podiel. Treba na riu vypestovat ¢o
najkvalitnejsi sadbovy material, s kvalithnym korenovym systémom, s pritomnymi mykorizami,
ktoré moézu byt jednym z ekologickych prostriedkov na zvy$enie ujatosti a odrastania lesnych
kultar (Repac 2007).

U viac ako 80% vsetkych rastlinnych druhov na planéte je mykorizna symbidza prirodzene
vytvorena (Meistkik 1988). Z literatlury je zndme aky ma vyznam pre rastlinu mykoriza. My-
koriza je prirodzenou symbidézou medzi korenom a pédnymi hyfami hub, predstavuje ich vza-
jomné prospesné spolunazivanie. Huby a rastliny zUcastnujluce sa tejto symbidzy sa oznacuju
ako mykorizne a novovytvorené spolo¢né organy korefiov a hub sa nazyvaju mykorizy. My-
korizne symbidzy sa vyskytuju asi u 90% vsetkych rastlinnych druhov. R6zne formy mykoriz
su vlastne akymsi pridavnym organom rastlin, ktory zlepSuje ich vyZivu.

Gaper uvadza prednosti mykoriz:
e vyuzivaju vacsi objem pbdy a zaroven maju zvacseny povrch pre prijem mineralnych latok
e maju zvyseny prijem niektorych mikroelementov i pri velmi nizkych koncentraciach
e maju zvysenu rezistenciu voci napadnutiu korefov hubovymi patogénmi

e maju zvySenu toleranciu k stresovym vplyvom sucha, nizkych teplot, ku kolisaniu pH a su
odolnejSie voci pdsobeniu toxinov.

Mykorizacia koreriov teda vedie k lep$ej schopnosti sadenic prijimat z pédy ziviny, ktoré su ne-
dostupné pre nemykorizne korene. Hubovy plast na povrchu koreriov slizi na akumulaciu prija-
tych zivin. Rychlejsie a na dlhSie absorbuje a akumuluje pre rastlinu dolezité latky ako dusik,
fosfor, draslik a vapnik, pricom ich dokaze uskladriovat a v ¢ase nedostatku uvolfiovat prip. po-
skytovat rastline. Celé podhubie prenikd pédnym prostredim daleko od mykorizy. Tieto skutoc-
nosti su dolezité z ekologického aj ochranarskeho hladiska v lesoch s mimoprodukénymi funkci-
ami, v lesoch ochrannych a osobitného urcenia ale hlavne v lesoch poskodenych imisiami. Ta-
kouto oblastou su aj lesy na Kysuciach (Tu¢ekova a koL. 2007).

Velkovyrobné technoldgie pestovania sadbového materidlu a narusené mykorizne pomery na
vysadbovych plochach stazuju prirodzent tvorbu mykoriz (RepaA¢ 2001). CubLin A koL. (1990) uvad-
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zaju, ze jednou z pri¢in neuspechu zalesfiovania vegetativnym materidlom moze byt nedosta-
tocny vyvin mykoriz.

Po niekol'koroCnych pozorovaniach a spracovaniach pedologickych analyz v lokalite Kysuc - OZ
Cadca - na kalamitnych holinach po rozpade monokultir smreka nadalej pretrvava nevyvazenost
zivin. Na tychto holinach je nielen kyslé az velmi kyslé podne prostredie ale aj s nim slvisiace
mikrobiologické zmeny s nepriaznivym stavom podneho mikrobidlneho Zivota. Potvrdilo sa nam,
ze pri nizkej hodnote pH (od 3,8-4,2) nastupuje absencia poédnych mikroorganizmov (napr. beznych
baktérii ako je aj Azotobacter) a pretrvava silny atak hdb rodu Armillaria sp, Heterobasidion sp.,
ktoré napadaju uz v juvenilnych stadiach novozakladané kultury.

Z tohto dbévodu je na kalamitnych holinach po rozpade smrekovych monokultir opodstatnené
nielen prihnojovanie ale aj melioracie umelo zakladanych porastov s Upravou pédneho prostredia
(TucekovA 2004, TucekovA 2006, TucekovA A koL. 2005, 2006, TucekovA, LongauerovA 2008). Jednou
z moznosti ako vyuzit vaési objem pody a zarovenr zvadésit povrch koreriového systému pre pri-
jem mineralnych latok je aplikacia mykorizneho inokula pri umelej vysadbe. Aj ked tento spdsob
vnasania inokula do pody je najzlozitejSim a zaroven aj najdrahsim opatrenim.

Cielom nasho vyskumu bolo overit na poziadanie SL SR v Banskej Bystrici dostupny mykorizo-
vany biopreparat VAMBAC v podmienkach velkoplosnych kalamitnych holin Kystc hlavne na
drevine smrek.

Vyzvu k opatrnosti pouzivat tento preparat publikoval v Lese 5-6/2001 Ing. I. Repa¢, CSc., ktory
sa problematike mykoriz na Slovensku podrobnejsie venuje.

Vzhladom na to, Ze testovanie akéhokolvek biopreparatu je velmi obtiazne a nakladné a vzhla-
dom na nejasnosti ohladne ucinnosti zloZiek spominaného biopreparatu VAMBAC spracovala
v minulosti na objednavku pre Lesy CR Hradec Kralové p. Ing. E. Chmelikova posudok (CHMmELi-
kovA, 2000). Informacie pre posudok Cerpala z verejne pristupnych zdrojov a hodnoteni, vratane
vlastnych experimentov. Vyrobcom doporucovany spOsob aplikacie preparatu na korene sadenic
bol pre ektomykorizne inokulum velmi netradi¢ny a nezarucoval Uspesny vznik symbidzy s takto
dodanym hubovym druhom (vzhladom k nemoznosti vypestovat v Skbélke semenadik bez my-
koriznej infekcie). Autorka dalej uvadzala, Ze pri testovani rozdielov medzi mykorizovanymi a ne-
mykorizovanymi (oSetrenymi preparatom Agricol) sadenicami buka sa neukdazali oCakavané
zmeny. Prepardt nemal vplyv na ujimavost sadenic (dokonca pouZity prepardt na sadeniciach
buka lesného na VS VULHM Opocno vykazoval negativny vplyv na ujatost sadenic) a medzi jed-
notlivymi variantami sa nezaznamenali vyrazné rozdiely v stupni mykoriznej infekcie. Aj ndm
sa po aplikovani biopreparatu v imisnej magnezitovej oblasti JelSavy na drevinach dub a buk
ukazovali v minulosti podobné vysledky (Tu¢ekova 2001).

Metodika

V oblasti Kysuc smepo velkoploSnom rozpade smrekovych monokultur overovali v umelo obno-
vovanych porastoch viacero hnojivych preparatov (tabletové lesnicke pomaly rozpustné hnojivo
SILVAMIX®MG, organomineralne hnojivo Rokosan, Rokohold, prirodné hnojivo Conavit, organické
hnojivo Veget, mikrobiologicky pddny kondicionér BactoFil B v kombinacii s hydrogelmi radu
STOCKOSORB® (Powder, Micro). V poslednych dvoch rokoch sme overovali na poziadanie Stat-
nych lesov aj mykorizovany preparat VAMBAC. VSetky spominané hnojivd a preparaty sme
overovali v 6-tich porastoch, v prevadzkovych vysadbach 5. lesného vegetacného stupna,
v prechodnom rade z kyslého do zZivného (A/B), na drevinach smrek, smrekovec, jedla, buk
a javor. Najvacsiu pozornost v ramci vyskumu sme venovali drevine smrek, ktord v tychto

Tab. 1: Zakladné charakteristiky vyskumnej plochy na LS Oscadnica

Pokusna | Cislo |zalesnené Drevina Lesny Expozicia Sklon Nadm. Poznémka
plocha por. v roku typ (%) (%) vyska
jamkova vysadba:
Oscadnica| 150 2007 Smrek 5206 100% Vv 20 850 mykorizovany preparat
VAMBAC
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podmienkach vyrazne ustupuje. Zakladna charakteristika vybranych porastov, v ktorych sme
vyhodnocovali vysledky aplikacie mykorizovaného pripravku VAMBAC na drevine smrek v ka-
lamitnej oblasti PP OsScadnica je v tabul'ke 1.

Na konci vegetacného obdobia sme uskutocnili na umelo vysadenom osetrenom sadbovom ma-
teridle smreka meranie rastovych parametrov, vratane podrobného hodnotenia architektoniky
korenového systému. Kontinudlne sme vyhodnocovali vplyv mykorizovaného preparatu na
ujatost, straty a nasledny celkovy adaptaény proces vysadenych drevin. Rozdiely v rastovych
parametroch sme Statisticky otestovali (analyza variancie).

V laboratérnych podmienkach na semenacikoch smreka sme simulovali druhy pokus s overova-
nim: - 6-tich mykorizovanych inokul (izolatov - Coenococum, Hebeloma, Laccaria, Paxillus, Rhi-
zopogon, Scleroderma)

e VAMBAC- Mix (6 izolatov spolu)
e 2 kontrolnych variantov

Pokus s aplikaciou mykorizovanych izoldtov sme zalozili toho istého roku v maji (2007),
v skleniku na Narodnom lesnickom centre vo Zvolene. Jednorocné semenaciky smreka sme
po oSetreni korefiového systému mykorizovanymi izolatmi vysadili do mineralnej zeminy pri-
nesenej z PP Oscadnica, do raselino-celulézovych korenacov - Jiffy Pots. Jednotlivé varianty
smrekovych obalenych sadenic sme zavlazovali beZzne pouzivanymi postupmi pri pestovani
krytokorenného sadbového materialu. Po vegetacnom obdobi (oktéber 2007) sme vyhodnotili
nadzemnu Cast aj koreriovy systém vsSetkych oSetrenych sadenic. Koreriovy systém sme spra-
covali metodikou WinRhizo, s podrobnym zhodnotenim jemnych koreriov, korefovych Spiciek
a susiny. Analyza korenov sa uskutocnila programom WinRHIZO®Régent Instruments Inc., ktory
funguje na principe vyhodnocovania snimok korenov ziskanych skenovanim. Vzorky korenov sa
skenovali na skeneri EPSON Expression 10000XL.

Vystupy analyz su parametre jemnych korenov:
e pocet korefovych zakonceni - dIzka korenov (cm),
e povrchova plocha (cm32),
e projekcéna plocha (cm?),

e objem korenov (cm?3) a iné

Vysledky a diskusia

Vyhodnotenie aplikacie mykorizneho preparatu VAMBAC aplikovaného na vysadbach
smreka v oblasti Kysiic

Na zaklade pozorovani pri analyze korefiového systému jednotlivych oSetrenych variant smreka
vysadeného na kalamitnej holine Kystic mézeme konstatovat, Ze vplyv aplikovanych inokdl (zmes
izolatov) na rozvoj jemnych vlasocnicovych korienkov je po aplikacii Vambac-u znatelny. Kont-
rolné varianty preukazuju slabsie prekorenenie kostrovymi, ale najma vlasocnicovymi korenmi
v celom korenovom priestore. Jemné korene a hlavne ich zakoncenia su fyziologicky najaktivnej-
$ou castou korerovych systémov. Zabezpeduju prijem vody a zivin do organizmu drevin. Zaro-
ven su aj citlivym indikatorom kondicie drevin a ich rastovych podmienok. Habitus nadzemnej
Casti potvrdzuje lepsi zdravotny stav vysadieb, vyssie je aj % oihlicenia, pricom ich farba je
vyrazne sytozelena a novo napucané ihlice su oproti kontrole dlhsSie (priblizne o 1/4).

Pri sadeniciach smreka oSetrenych zmesou 6 mykorizovanych izolatov (inokulom) sa potvrdilo
vySSie percento aktivnych korenovych Spiciek oproti dalSim kontrolnym variantom. Na vsetkych
vyzdvihnutych a hodnotenych vzornikoch sme vSak pred vysadbou vizualne pozorovali mykorizne
korenové spicky, ktoré zrejme boli na sadeniciach prirodzené prinesené uz zo Skolky. Pri pesto-
vani borovice aj RerA¢ (2007) uvadza, ze korienky semenacikov boli rozsiahlo kolonizované pro-
pagulami prirodzene sa vyskytujlcich symbiotickych hdb. Sadenice, ktoré maju pred vysadbou
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na korerioch so sebou prinesené symbiotické mykorizne huby, by mali preukazat pozitivny vplyv
na Sok z presadenia, celkové ujatie a odrastanie vysadieb. Percento strat vo vSetkych variantoch
smreka od 12-30% tuto skutoénost nepotvrdilo. Na plochach s kontrolovanou vysadbou sme
nahodnym vyberom odobrali na konci vegetacnej sezony po 10 sadenic vSetkych vysadzanych
smrekov v obidvoch variantoch. Zo vsetkych vzoriek boli odobraté Casti z korenov, korenového
kréka na kultivaciu. U 1/10 kontrolovanych vzoriek vSetkych drevin sme zistili na korefioch pri-
tomnost rhyzomorf vaclavky. Rizomorfy su typ trvalého podhubia, ktoré morfologicky pripomina
korene rastlin. Su tvorené stmelenymi vlaknami podhubia na povrchu s ¢iernou kérou. Pomocou
nich sa vaclavka Siri popod hrabanku v pdde a napada korene hostitela. Tieto napadnutia sa
Castejsie vyskytovali na deformovanych poskodenych koreroch (v ohyboch).

Pri kultivacii na sladinovom agare bola dalej zistena na korenoch aj korenovych krckoch pritom-
nost hub Trichoderma sp., Fusarium sp., a Verticillium sp.

Rozsah a intenzita p6sobenia symbiotického mykorizneho vztahu zavisi od podmienok prostredia
a druhu huby aj samotnej dreviny. VSetky vysadby okrem kontrolného variantu boli vysadené
s aplikaciou hydrogelov na korerfiovom systéme. Tato skuto¢nost taktiez vyznamne neovplyvnila
vyssie percento ujatosti jednotlivych oSetrenych a neosetrenych vysadieb.

Po 1. aj 2. roku malo aplikované mykorizne inokulum len slaby vplyv na rastové parametre nad-
zemnej Casti smreka (Statisticky vyznamné rozdiely vid tabulka). Vyznamnejsi efekt mal pripra-
vok ako bolo uvedené na rozvoj jemného vlasocnicového korefiového systému. Jemné korienky
posledného radu a hlavne ich zakoncenia su fyziologicky najaktivnejSou ¢astou korefiovych sys-
témov. Zabezpecuju prijem vody a Zivin do organizmu drevin. Zaroven su aj citlivym indikatorom
kondicie drevin a ich rastovych podmienok.

Vyhodnotenie vzornikov krytokorennych sadenic smreka s aplikaciou mykorizovaného
preparatu Vambac programom WinRHIZO

Simulovany pokus aplikacie Vambac-u v kontrolovanych laboratérnych podmienkach, ktory sa
uskutocnil v obdobi maj - oktdber 2007 sme vyhodnocovali na 100ks krytokorennych sadenic
smreka. Po aplikacii 6 spominanych druhov jednotlivych izolatov mykorizovaného preparatu
Vambac, sme detailne vyhodnotili nadzemnu cast ale najmé korefiovy systém, jeho rozvoj, su-
Sinu a celkovu architektoniku (WinRHIZO Profesional - podiel jemnych korerov, celkova dizka
korenov, deformacie korefového systému). V tab. 2 uvadzame biometrické parametre nad-
zemnej Casti smrekov po 6 mesiacoch po aplikacii vSetkych pripravkov. Medzi variantmi boli
nevyznamné rozdiely v rastovych parametroch.

Z praktického hladiska je dolezité hodnotenie rozsahu mykoriznej symbidzy celej korenovej su-
stavy semenacikov a sadenic. Toto hodnotenie sme uskutocnili na oSetrenych krytokorennych
sadeniciach smreka po 6. mesiacoch. Ako mozno vidiet na fotodokumentacnom materidle vacsie
rozdiely pozorujeme medzi variantami s aplikaciou jednotlivych izolatov a kontrolou. Kombinacia
vSetkych 6-tich izolatov nepreukazuje zvysSené pocty jemnych korerfiovych zakonceni - fyziolo-
gicky najdélezitejsie korienky posledného radu (pozri tab. 3, obr.1). Najvyssi pocCet zakonceni
ma variant Rhizopogon a za nim nasleduje Coenococum. Najmenej korefiovych zakonceni (my-
koriznych Spiciek) ma variant Laccaria a potom nasleduje Kontrola. Aj MorTier A koL (1988) uvad-
zali, ze aj najvysSia davka inokula huby Laccaria laccata nestimulovala tvorbu mykoriz. Dizka
korefiov, povrchovd plocha a objem suvisia s hmotnostou susiny. Najnizsiu hmotnost ma opat

Tab. 2: Ujatost, preZivanie a biometrické vyhodnotenie (so statistickou vyznamnostou zistenych rozdielov)
smrekovych vysadieb s aplikaciou biopreparatu VAMBAC na PP Oscadnica po 1.a 2. roku

Drevina Vyska Vyska Vyska Hrabka | Hrabka | Hrabka |Ujatost (prezivanie)
A Variant jar po 1.r. po 2.r. jar po 1.r. po 2.r. po 1.r. | po 2. r.
variant
cm mm %

smrek Vambac 33,92 36,72 48,1 2 532 7,02 10,3 2 72 72

I. opakovanie | Kontrola 35,32 37,2° 44,8° 4,72 5,6° 9,9° 72 70
smrek Vambac 35,92 45,02 43,32 4,72 5,22 8,6° 88 77
II.opakovanie | Kontrola 34,92 33,9° 43,52 4,62 5,82 8,82 86 82

rozdielne pismena znamenaju statisticky vyznamné rozdiely na p<0,05, (n=50)
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Tab. 3: Rastové parametre krytokorennych smrekov 6. mesiac po aplikacii biopreparatu VAMBAC

Vyska po 6. mesiacoch

Vyskovy prirastok

Hrabka po 6. mesiacoch

Variant

cm mm
Coenococum1 9,0 3,6 2,2
Hebeloma 1 10,4 2,5 2,5
Laccaria 1 8,2 2,5 1,9
Paxillus 1 8,1 3,3 1,8
Rhizopogon1 8,7 4,1 1,9
Sclerodermail 8,8 3,8 2,0
Vambac-Mix 1 10,0 3,6 2,1
Kontrola 1 7,8 2,3 1,7
Kontrola 2 7,6 2,2 1,4

Tab. 4: Vyhodnotenie korenov krytokorenného smreka
programom WinRHIZO

s aplikaciou mykorizovaného pripravku VAMBAC

K 2 < v

RH1ZO E ¥ 2 © £ .0 ’§ N © © £ £ ©
2005b $% | 25 | €25 | 0% | 8|88l & |55 g |9 -

N 5 8o |38 |25 |B8E|XNT| XN |8 |8V iR | V]| 8

o x o o aa| Ox o N oo [a] o o o N O o on (7}

cm cm? cm?3 ks cm cm? cm? g
Coenococuml | 611,497 | 25,8983 | 81,36 0,861 1733 609,1 2,135 69,06 1,995 0,987 0,158 0,431
Hebeloma 1 755,728 | 27,6026 86,71 0,792 1467 752,3 3,268 72,15 2,741 0,866 0,191 0,464
Laccaria 1 418,244 15,9149 49,99 0,476 739 417,3 0,859 42,59 0,651 0,521 0,040 0,254
Paxillus 1 478,699 19,3888 60,91 0,617 1106 475,8 2,257 50,47 1,962 0,695 0,143 0,359
Rhizopogon1 691,729 | 25,4798 80,04 0,737 1759 690,0 1,435 66,92 1,376 0,787 0,114 0,352
Sclerodermal | 549,712 | 22,2842 70,00 0,709 846 547,9 1,668 59,66 1,305 0,769 0,082 0,345
Vambac-Mix 559,894 18,8393 59,18 0,498 920 558,7 0,879 50,54 0,599 0,558 0,032 0,268
Kontrola 1 283,320 11,2314 35,28 0,350 755 282,9 0,405 30,10 0,321 0,370 0,020 0,147

Obr. 1: Pocet mykoriznych spiciek (zakonceni)
na korefiovom systéme smreka 6 mesiacov po osetreni
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Kontrola a najvyssiu Coenococum s Hebelomou. Preukazuje sa teda pozitivny vplyv aplikacie
niektorych izolantov jednotlivo. Pretoze aplikacia Vambac-u je vlastne kombinacia 6 izolantov
(oznacené - Vambac-Mix) nemozno po hodnoteni 1. vegeta¢ného obdobia preukazat vyznamne
lepsi vplyv mykorizovanych symbiotickych hub spolu.

Vysledky analytického vyhodnotenia korefiového systému vzornikov smreka osetreného mykori-
zovanymi izolatmi a Vambac-Mix st v tab. 4 a na obr. 1.

Zaver

Prvy krat overovany mykorizovany preparat Vambac na drevine smrek preukazuje slaby pozi-
tivny efekt na vysku a hrabku v korefiovom krcku len v jednom opakovani. Priaznivo sa po
1. vegetacnom obdobi od oSetrenia smreka mykorizovanymi hubami vyvija jemny vldsoc¢ni-
covy korenovy systém. Aktivne korenové Spicky su vSak na vysadbach smreka aj po aplikacii
inych hnojiv a kontrole (pravdepodobne boli sadenice s mykorizou donesené uz zo skolky).

Jednotlivé varianty inokul v laboratérnom prostredi preukazuju pozitivny vplyv aplikacie niek-
torych izolantov samostatne (najlepsi Rhizopogon a za nim nasleduje Coenococum). Aplikacia
VAMBAC-u je producentom doporucovana ako kombinacia vsetkych 6 izolantov (Vambac-Mix).
Tato sa po vyhodnoteni (6 mesiacov po aplikacii) nepreukazala vyznamne lepsim efektom na
nadzemnu cast ani na korefovy systém (na fyziologicky najdélezZitejSie korienky posledného
radu) krytokorennych smrekov pestovanych v laboratérnych podmienkach.

Prvé Ciastkové vysledky, kratkodobého sledovania (6 - 16 mesiacov) vplyvu mykorizneho ino-
kula, nie su dostatoCne vypovedné na zovSeobecnenie a navrhnutie vaznejsich zaverov o vyuzi-
vani produktu v lesnickych technoldgiach.

Tento prispevok vznikol vdaka poznatkom ziskanych v ramci rieSenia vedeckovyskumnych
projektov ,Rekonstrukcia nepévodnych lesnych spoloCenstiev ohrozenych zmenou prirodnych
podmienok (najma klimy) na ekologicky stabilnejSie ekosystémy”, ,Vyskum efektivheho vyu-
Zivania environmentalneho, ekonomického a socidlneho potencialu lesov na Slovensku ”
a s finan¢nou podporou Agentlry na podporu vyskumu a vyvoja projektu APVV-0628-07
"Progresivne postupy pestovania sadbového materidlu a umelej obnovy lesnych porastov po
kalamitach velkého rozsahu”.
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