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VPLYV TERMINU ZBERU HLUZOVKY LETNEJ (TUBER AESTIVUMNVITT.) V PODMIENKACH
SLOVENSKA NA ORNAMENTACIU SPOR

DATE COLLECTION INFLUENCE ON SPORE ORNAMENTATION OF BURGUNDY TRUFFLE
(TUBER AESTIVUMVITT.) IN SLOVAKIA

Jan GAZ0, Marian MIKO, Peter KRIVOS
Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

The aim of our study was to compare spore reticulum height from analyzed truffle carpophores collected during summer (August), autumn
(October) and winter (December) and to determine application of microscopic spore analysis for distinguishing of Tuber aestivum and
T. uncinatum. Our measurements confirmed statistically highly significant differences between spore reticulum height from summer against
autumn and winter spores. Statistically insignificant difference was found between spore reticulum height from spores analyzed in fruit
bodies collected in autumn and winter. High values of coefficient variation for measured data (v% = 22—29%) indicate that spore
microscopic analysis is applicable only for larger data files. Individual spore measurements manifested high variability even within the same
fruit body. Analysis of samples collected in winter revealed presence of morphologically unripe — colourless spores in asci, what has high
importance for optimizing inoculating techniques for production of mycorrhized seedlings and for conservation of truffle genetic resources.
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Hluzovka letn& ( Tuber aestivum Vitt.) je jedla vreckata hypoge-
icka huba, ktora Zije v ektomykoriznej symbidze s niektorymi
druhmi drevin Eurépskeho mierneho pasma (Olivier et al.,
1996). Z hospodarskeho hladiska patri medzi vysoko cenené
komodity pre svoju Specifickil aromu. Je prirodzene rozSirena
v mnohych Eurépskych krajinach Slovensko nevynimajuc
(Gazo, Miko a Chevalier, 2005). Vysoky dopyt po Cerstvych
plodniciach a obmedzené moZnosti zberu na prirodnych lokali-
tach robia z tejto huby zaujimavu pestovatelnu plodinu. Mole-
kularme analyzy naznaluju vysoku genetickd diverzitu
(Gandeboeuf et al., 1997) tohto druhu v porovnani s pribuznym
pestovanym druhom Tuber melanosporum, ¢o dokumentuje aj
rozsiahla oblast rozSirenia a SirSie rozpétie vhodnych ekologic-
kych podmienok (Chevalier and Grente, 1979). Hluzovka letna
vytvara zrelé plodnice v zavislosti od zemepisnej Sirky od ne-
skorej jari az do zimy. Vysoko variabilné vlastnosti plodnic ako
napriklad farba gléby, tvar peridia, morfologia spér a hlavne in-
tenzita a charakter arobmy v obdobi dozrievania viedli viacerych
autorov k odli$eniu a popisu dvoch rozdielnych taxonomickych
jednotiek aestivum a uncinatum, v podobe poddruhov (Fischer,
1897), variet (Chevalier and Frochot, 1997), foriem (Montecchi
and Sarasini, 2000), morfotypov (Paolocci et al., 2004) ¢&i do-
konca samostatnych druhov (Mello et al., 2002). V stu€asnosti
je preto mimoriadne dblezité poznat ich taxonomicky status
z pestovatelského a obchodného hladiska, ale najma z hladi-
ska potreby uchovavania genetickej diverzity. Na zéklade pub-
likovanych molekularnych stadii sa T. aestivum a T. uncinatum
povazované za ten isty druh (Henrion et al., 1994; Wedén and
Danell 1998). Napriek vysledkom molekularnych analyz sa
z komeréného hladiska dodnes letné plodnice povazuju za
T. aestivum a jesenné T. uncinatum, s rozdielnou cenovou hla-
dinou. Spory T. aestivum a T. uncinatum maju na povrchu
retikularno-alveolarnu ornamentaciu vytvarajicu nepravidelnu
mnohouholnikovu siefovita Struktaru (Montecchi and Sarasini,
2000). Niektori autori naznacuju Ze vySka ornamentacie spor
mdze sluzit ako klasifikaény znak pre ich odliSenie (Wedén et
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al., 2005). Cielom prace bolo porovnat vySku ornamentécie
spér pochadzajucich z plodnic ziskanych v priebehu leta, je-
sene a zimy a na zaklade vysledkov stanovit moznost pouzi-
tia mikroskopickej analyzy spér pri determinacii T. aestivum
a T. uncinatum v podmienkach Slovenska.

Material a metddy

Plodnice hluzovky letnej uréené na analyzu sp6r boli zberané
na Uzemi Slovenskej republiky v sulade s Rozhodnutim Minis-
terstva zivotného prostredia SR €. 3800/1184/04-5.1. Dokla-
dovy material odobratych plodnic je uloZzeny v herbariu Katedry
genetiky a Slachtenia rastlin SPU v Nitre. Pri experimentoch
boli pouZité plodnice Tuber aestivum ziskané v roku 2007 v me-
siacoch august v pocte osem kusov, oktober sedem kusov
a december Sest kusov z dvoch geografickych oblasti — Malé
Karpaty a Tribe€. DetailnejSie informacie o lokalitdch nie su
uvedené vzhladom na ich ochranu.

Plodnice boli po zbere a identifikacii uchovavané v mraznic¢-
ke pri teplote -18 °C. Po rozmrazeni boli z jednotlivych plodnic
odobrané vzorky, ktoré sme homogenizovali v malom mnoz-
stve destilovanej vody a 96% etanolu. Preparat bol analyzova-
ny pomocou mikroskopu Nikon TMS-F. Na pozorovanych
vzorkach boli realizované obrazové zaznamy a merania vysky
ornamentacie sp6r pomocou k mikroskopu pripojenej minika-
mery Moticam 1000 s pouZitim softvéru Motic Images 2.0 ML.
Pred samotnymi meraniami bola vykonana kalibracia za pomo-
ci prilozeného kalibraéného podlozného sklicka (metéda kalib-
racnych bodov). Na zhotovenych obrazovych zaznamoch boli
uskutocnené merania vy$ky ornamentacie spor v sulade s me-
tédou popisovanou v praci Chevalier et al. (1979) pri ktorej je
dika spéry odmerand vratane a bez ornamentacie spor. Vyska
ornamentéacie spor je potom vypocitana delenim rozdielu mera-
ni dvomi. Kazdéa vzorka bola odoberana z viacerych Easti gléby.
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Na meranie dizky ornamentacie sme pouZili len zrelé (vyfarbe-
né) spory nachadzajuce sa v neposkodenych vreckach. Kedze
pocet spor vo vreckach kolie, do merani sme vyberali len tie
spory ktoré sa nachadzali vo vreckach v pocte Styri. Nasledne
sme z kazdého vrecka analyzovali len jednu sporu, ¢o sme
opakovali pri 15 vreckach na jednu plodnicu. Ziskané subory
dat — vySky ornamentacie boli Statisticky spracované a vyhod-
notené pomocou t-testu.

Vysledky a diskusia

Vysledky merani vySky ornamentécie sp6r hluzovky letnej su
v podobe popisnej Statistiky uvedené v tabulke 1. Plodnice zis-
kané pocas leta v mesiaci august mali v priemere najnizsiu
vySku ornamentécie sp6r 2,6+0,07 um s najvy§Sou mierou va-
riability vyjadrenou vo variaénom koeficiente 29%, rozdiel me-
dzi najvy§8ou a najnizS8ou nameranou hodnotou bol medzi
nizsich nez 2,1 um. Plodnice boli na priereze typicky svetlo
hnedo mramorované, arébma pri subjektivnom hodnoteni bola
viac hubova, menej typicky hluzovkova. Plodnice ziskané
na jesefn po€as oktdbra mali priemernd vySku ornamentacie
spor 3,9+0,09 pm s Uroviiou variability 25% avsak s najvy$Sou
hodnotou variaéného rozpatia 4 um. 25% vSetkych merani bolo
vysSich nez 4,6 um. Plodnice mali pri subjektivnom hodnotenf
vyraznu hluzovkovu arému. Plodnice nazbierané v zime poc¢as
decembra mali priemernt vySku ornamentécie spor 3,8+0,09 um
s najnizSou variabilitou vyjadrenou cez variany koeficient na
urovni 22%. Analyza vzoriek pochadzajucich zo zimného od-
beru odhalila vyskyt morfologicky nevyvinutych spo6r vo vrec-
kach. Pri subjektivnom hodnoteni aréma plodnic bola sice
hluzovkova, ale menej vyrazna nez pri plodniciach ziskanych
v oktobri.

Niektori autori odporuéaju aby plodnice s vySkou ornamen-
tacie spor okolo 2 um boli klasifikované ako T. aestivum a plod-
nice s vy8kou ornamentacie spoér okolo 4 um ako T. uncinatum
(Chevalier and Frochot, 1997; Gross, 1987). Rozdelenie podla
tejto metody v8ak neriedi otazku kam zaradovat plodnice ktoré

Tabulka 1  Popisnd Statistika nameranej vySky ornamentécie spor v.um
pre rozlicné obdobia odberu plodnic
August Oktéber December

Priemer (1) 2,6 3,9 3,8
Str. chyba priemeru (2) 0,07 0,09 0,09
Medidn (3) 24 38 37
Modus 2,25 2,7 3,2
Smer. odchylka (4) 0,73 0,97 0,84
Minimum 1,45 2,05 2,3
Maximum 4,55 6,05 58
Varia¢né rozpétie (5) 3,1 4 3,5
Varia€ny koeficient (6) 29% 25% 22%
Spicatost (7) 0,01 0,75 -0,46
Sikmost (8) 0,70 0,38 0,44
Pocet (9) 120 105 90

Table 1 Descriptive statistics of measured height of spore reticulum in

um for different dates of fruit body collection
(1) average, (2) standard error, (3) median, (4) standard deviation, (5)
range, (6) variation coefficient, (7) kurtosis, (8) skewness, (9) count
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Obrazok 1  Grafické zndzornenie variability vySky ornamentacie spor
v odlidnych terminoch zberu plodnic

Box plot of spore reticulum height in different dates of fruit
bodies collection

(1) height of spore ornamentation inpm, (2) dates of fruit bodies col-
lection, (3) range

Figure 1

maju rozmerové parametre ornamentacie medzi tymito hrani¢-
nymi hodnotami. Dal&im problémom je presnost mikroskopic-
kej analyzy. Wedén et al. (2005) uvadza, Ze presnost postupu
je ovplyvnena optickymi chybami merania vzhfadom na orien-
taciu spor k rovine mikroskopického sklicka.

Plodnice ktoré su predmetom obchodu a st oznaCované
ako T. aestivum a T. uncinatum su len zriedkavo hodnotené
mikroskopicky, ale CastejSie na zaklade vOne a farby gléby. Tie-
to dva parametre hospodarskej kvality su navzajom prepojené,
pretoze tmavsia gléba indikuje zrelost spor a iba zrelé hluzovky
tvoria aromu (Wedén et al., 2004).

Obrazok 1 nam prehladne charakterizuje variabilitu vySky
ornamentécie spoér pri vzajomnom porovnani spér pochadzaju-
cich z plodnic v analyzovanych mesiacoch prostrednictvom
medianu, kvartilov a variaéného rozpatia. Je zrejmé, ze vyska
ornamentacie spér moze byt ovplyvnena okrem genetickych
faktorov aj aktualnym vyvojovym stupfiom plodnice, zdravot-
nym stavom plodnice, miestnymi ekologickymi podmienkami
a tiez pouzitou technikou merania. NaSe merania potvrdili, Zze
individualne merania sp6r su variabilné aj v ramci opakovanych
merani tej istej plodnice. V pripade oktébrovych plodnic je va-
riatné rozpatie hodnét najvyssie. V takomto pripade je mozné
analyzovat data vhodnou Statistickou metédou az pri dodrzani
dostato€ného rozsahu experimentalneho suboru dat.

Pri Statistickom testovani rozdielov priemerov medzi jednot-
livymi mesiacmi zberu plodnic sme na zaklade t- testu zistili, Ze
medzi priemernou vySkou ornamentécie spér pochadzajucich
z augusta a oktdbra je Statisticky vysoko preukazny rozdiel.
Rovnako sme potvrdili Statisticky vysoko preukazny rozdiel me-
dzi priemernou vy$kou ornamentacie spor ziskanych v auguste
a decembri. Naopak, medzi vyS§kou ornamentacie spér nazbie-
ranych v oktobri a decembri sme zistili Statisticky nepreukazny
rozdiel. NaSe merania teda potvrdili, Ze spory ziskané z plodnic
klade tohto znaku by sme ich mohli zaradit do skupiny ,aesti-
vum'. Spory z plodnic ziskanych v mesiacoch oktober a decem-
ber mali v priemere vy$Sie hodnoty ornamentacie sp6r ktoré by
sme mohli zaradif do skupiny ,uncinatum".

Podla Paolocci et al. (2004) maju ekologické faktory pros-
tredia vacsiu vahu nez geneticka podmienenost morfologie
spor, chuti a vérie medzi hfluzovkami oznagenymi ako T. aesti-
vum a T. uncinatum. To naznaduje, Ze Specifické, stale nezna-
me pbdne a klimatické podmienky mézu indukovat tvorbu
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plodnic pre T. aestivum, pricom tieto podmienky by na druhej
strane mohli ovplyviiovat aromu plodnic, morfolégiu spo6r
a plodnic ktoré davaju vznik morfotypom T. aestivum a T. unci-
natum. VVzhladom na Siroké rozpéatie ekologickych podmienok
lokalit (Wedén et al., 2001), rastie T. aestivum v podmienkach
menej vhodnych pre rozvoj aromy. Podla Wedén et al. (2004)
plodnice T. aestivum so slabou Uroviiou arébmy je mozné najst
pocas suchych rokov, alebo pocas letnych mesiacov. Rovnako
plodnice rasttce plytko pod povrchom pédy pocas horiceho
a suchého pocasia m6zu dozrievat pred€asne, bez rozvoja ty-
pickej chuti a véne. Podla Pacioni et al. (1993) bola zazname-
nana produkcia oboch typov plodnic na jednej hostitelskej
drevine.

Ak by sa potvrdili tieto pozorovania, stracalo by vyznam po-
uzitie odliSnych typov pri selektivnej inokulacii hostitelskych
drevin a pri uchovavani genetickych zdrojov hluzoviek.

NaSa praca potvrdila, Ze vzorky plodnic hfuzovky letnej
odobrané v letnom, jesennom a zimnom obdobi sa z hladiska
parametra vy8ky ornamentécie spor skutocne odliSuju a podla
toho méZeme konstatovat vyskyt oboch typov (aestivum a unci-
natum). Z pestovatelského hladiska je Ziaduci na hluzovko-
vych vysadbach ¢o najvacsi podiel formy uncinatum. KedZe nie
je v sucasnosti Uplne jasna geneticka podmienenost i vplyv
podmienok prostredia na obdobie dozrievania plodnic hluzo-
viek, je nutné tieto vztahy nadalej Studovat. Pre inokulaéné pos-
tupy tvorby mykorizovanych sadenic, ako aj uchovavanie gene-
tickych zdrojov v8ak neodpori€ame plodnice z neskorych zbe-
rov (december), nakolko v tomto obdobi je v plodniciach vysoky
podiel nevyzretych askospor.

Sihrn

Cielom prace bolo porovnat vy$ku ornamentécie spér pocha-
dzajucich z plodnic hluzoviek ziskanych v priebehu leta (au-
gust), jesene (oktéber) a zimy (december) a na zéklade
vysledkov stanovif moznost pouzitia mikroskopickej analyzy
spor pri ur€ovani rozdielov medzi T. aestivum a T. uncinatum.
NasSe merania potvrdili Statisticky vysoko preukazny rozdiel
medzi vy$kou ornamentéacie spér z leta oproti jesennym a zim-
nym spéram. Statisticky nepreukazny rozdiel sme zistili medzi
vySkou ornamentacie sp6r z plodnic nazbieranych na jesen
a v zime. Vysoké hodnoty variaéného koeficientu nameranych
udajov (V% = 22—29%) naznacuju, ze mikroskopicka analyza
spor je pouzitelna len pri va€Sich suboroch udajov. Individualne
merania spor sa prejavili vysokou variabilitou v ramci tej istej
plodnice. Analyza vzoriek pochadzajucich zo zimného odberu
odhalila vyskyt morfologicky nevyvinutych — bezfarebnych spér
vo vreckach o méa velky vyznam pre optimalizaciu inokulac-
nych technik na vyrobu mykorizovanych sadenic a pre uchova-
vanie genetickych zdrojov hluzoviek.

Klacové slova: Tuber aestivum, Tuber uncinatum, spéra, vys-
ka ornamentacie

Praca sa realizovala v ramci projektov VEGA €. 1/4439/07
a VEGA &. 1/0643/09.
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