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Abstrakt 
Tlející dřevo je nezbytnou součástí lesního ekosystému. Hraje důležitou roli 

z hlediska koloběhu uhlíku a živin, obnovy lesa a uchování jeho biodiverzity. Dřevní 

hmota představuje dobře odolný a obtížně rozložitelný materiál. Některé houby mají díky 

produkci extracelulárních enzymů výborné možnosti lignocelulózu degradovat. Právě 

těmto enzymům a charakterizaci jejich houbových producentů v tlejícím dřevu se zabývá 

předkládaná bakalářská práce.  

Cílem je popsat faktory, které ovlivňují složení a funkci společenstva hub 

v mrtvém dřevu. U vzorků odebraných z větví a kmenů dvou rozdílných druhů stromů, 

jedlí a buků, bylo s využitím chemického markeru ergosterolu popsáno množství biomasy 

hub a zastoupení jednotlivých druhů hub bylo popsáno na základě jejich molekulární 

charakteristiky. Dále byly analyzovány aktivity enzymů, které dřevo rozkládají.  

Hlavní zkoumanou proměnnou byl původ vzorku, tj. že vzorky byly odebrány 

z jiných druhů dřevin (jedle stříbrná a buk evropský) a že pocházeli buď z větví, nebo 

z kmenů. Díky tomu bylo možné vzorky seřadit do čtyř skupin a porovnávat rozdíly mezi 

nimi. Zkoumaným objektem se tedy staly vzorky z jedlových větví (FWD-T), vzorky 

z bukových jedlí (FWD-B) vzorky z jedlových kmenů (CWD-T) a vzorky z bukových 

kmenů (CWD-B). 

Analýzy potvrdily vyšší potenciální aktivitu enzymů u vzorků odebraných z větví 

a to zejména u endocelulázy, exocelulázy, endoxylanázy, N-acetylglukosaminidázy a β–

glukosidázy. Vzorky větví měly také signifikantně vyšší pH. Analýza specifického 

markeru ergosterolu potvrdila více houbové biomasy u vzorků větví nežli u vzorků 

kmenů. Dále na úrovni houbových kmenů nebyla prokázána preference Ascomycet či 

Basidiomycet pro druh stromu či pro kmeny, nebo větve. 

 Vyšší hodnoty aktivity enzymů společně s houbovou biomasou a nižším pH 

dokládají více produkovaných houbových enzymů ve větvích v porovnání s kmeny. 

Houby zde silně ovlivňují substrát díky svému aktivnímu metabolizmu. Vyšší hodnoty 

biomasy souvisí s rychlejší kolonizací větví houbami, která je zapříčiněna větším 

rozdílem průměru povrchu vůči objemu. Kolonizace větví je na rozdíl od kmenů pro 

houby rychlejší a snadnější.  Větve ve výsledku podléhají rychlejšímu rozkladu. 



 

Abstract 
 

Decomposing wood is necessary part of forest ecosystem. Wood is robust and 

hardly decomposable material. Some fungi can use enzymes to degrade lingocellulose. 

This bachelor thesis is concerned with these fungi and enzymes.  

Goal of this work was to describe factors affecting composition of fungal 

community in deadwood. Two different kinds of trees - beech and fir had been sampled 

from trunks and branches and ergosterol content, fungal biomass, activity of extracellular 

enzymes and fungal community composition were determined.  

Main watched property has been different source of samples coming from tree 

trunks (T) or branches (B) and from Silver fir (FWD) or European beech (CWD) thus 

forming 4 categories FWD-T, FWD-B, CWD-T and CWD-B.  

Analysis confirmed higher potential activity of enzymes and higher pH in samples 

taken from branches specifically endocellulose, exocellulose, endoxylanase, N-

acetylglukosaminidase a β-glukosidase. Ergosterol marker confirmed higher biomass 

content in branches. Ascomycet or Basidiomycet fungi content was not dependent on type 

of wood or its size. 

Enzyme activity and fungi biomass with lower pH confirms higher fungi enzymes 

content in branches in comparison to trunks. Presence of fungi influences substrate thanks 

to active metabolism. Higher biomass values were linked to faster branches colonization 

and their decomposition.   
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Seznam použitých zkratek 

 
ABTS               2,2 ́–azinobis 3–ethylbenzothiazoline–6–s lfonová kyselina  

AMC                7-amidomethyl-4-kumarin  

ANOVA          Analysis of variance (analýza rozptylu)  

CWD               Coarse woody debris (označení pro kmeny)  

DMSO             dimethylsulfoxide 

ECM                ektomykorhizní  

EDTA              2, 2, 2, 2-(ethan-1,2-diyldinitrylo)tetraoctová kyselina  

FWD                Fine woody debris (označení pro větve)  

MBTH             3–metyl–2–benzotiazolinon  

MnP                 manganová peroxidáza 

MUF                methylumbellyferol 

MUFaG  				4-methylumbellyferyl-α-D-glukopyranosid  

MUFC             4-methylumbellyferyl-N-celobiosid  

MUFG            4-methylumbellyferyl-β-D-glukopyranosid 

MUFL            4-methylumbellyferyl-β-D-galaktopyranosid  

MUFN            4-methylumbellyferyl-N-acetylglukozaminid 

MUFP            4-methylumbellyferyl-fosfát  

MUFX            4-methylumbellyferyl-β-D-xylopyranosid  

MUFCy          4-methylumbellyferyl-kaprylát 

pH                  vodíkový exponent 
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1 Úvod 
Studium dřevorozkladných hub a jejich enzymů je důležité nejen z hlediska 

biodiverzity lesa, ale také z pohledu dynamiky degradace dřeva. Dřevokazné houby jsou 

nejvýznamnějším rozkladači lignocelulózy. Metabolické procesy ve všech živých 

organismech jsou řízeny enzymy. Právě ligninolytické a celulolytické enzymy jsou 

základním pilířem pro degradaci dřevní hmoty.  

Cílem této bakalářské práce je popsat faktory, které ovlivňují složení a funkci 

společenstva hub v mrtvém dřevu a ověření hypotéz o rozdílném zastoupení enzymů hub 

mezi vzorky z buků a jedlí v závislosti na velikosti materiálu z kterého byl vzorek 

odebrán. 

V rámci této bakalářské práce jsem mohla provést analýzu vzorků z projektu 

zaměřeného na výzkum mrtvého dřeva a jeho biodiverzity, na kterém spolupracuje 

Národní park Bavorský les a Laboratořích environmentální mikrobiologie Akademie věd 

ČR. 

Zkoumaným materiálem byly vzorky z větví a kmenů jedle stříbrné a buku 

evropského. Větve a kmeny obou dřevin byly na předem určených stanovištích 

rozmístěny pracovníky správy Národního parku Bavorský les. V říjnu roku 2012 byl 

uskutečněn první odběr vzorků těchto větví a kmenů, který byl zpracován v Laboratoři 

environmentální mikrobiologie v sektoru ekologie  Mikrobiologického ústavu, v.v.i. 

Akademe věd České republiky. Větve a kmeny byl ponechán na svých stanovištích pro 

další zkoumání.  

V roce 2013 byl proveden druhý odběr vzorku ze stejného materiálu. Vzorky z tohoto 

druhého odběru se staly zkoumaným subjektem v rámci výzkumné část této bakalářské 

práce.  
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2 Teoretická část 
Cílem teoretické části bakalářské práce je vytvořit literární přehled a vhled do 

problematiky. V následujících kapitolách se budu podrobněji zabývat strukturou 

a složením dřeva, významem a funkcí mrtvého dřeva v lesním ekosystému, faktory 

ovlivňujícími degradaci dřeva, degradací lignocelulózy. Dále organismy schopnými 

degradace dřevní biomasy, dřevními houbami a jejich rozdělením, enzymy hub a jejich 

funkci v degradaci dřeva, tlejícím dřevem jako ekosystémem a faktory, které mohou 

ovlivnit tlení dřeva.  

2.1 Struktura a složení dřeva 

Za dřevo považujeme odkorněnou část kmene, větví a kořenů, tedy vlastní kostru 

rostliny. Dřevní biomasa je výsledkem cyklických růstových procesů dřevin, kdy část 

asimilátů je ukládána v druhotně tloustnoucím stonku ve formě letokruhů (Jankovský, 

1999). 

2.1.1 Struktura dřeva 

Dřevní hmota je tvořená především stěnami rostlinných buněk, které jsou složeny 

v zásadě ze tří vrstev.  Jedná se o střední lamelu, primární buněčnou stěnu a sekundární 

vnitřní buněčnou stěnu.  

Střední lamela se nachází na povrchu primární buněčné stěny. Jedná se o tenkou 

vrstvu tvořenou pektinem, která spojuje jednotlivé okolní buňky. 

Primární buněčná stěna se stává z vláken celulóz, hemicelulóz, pektinu a proteinů. Je 

tvořena hlavně mikrofibrilami celulózy, ty jsou ukotveny do hemicelulózy a pektinu, 

společně pak tvoří amorfní hmotu (Stern, 1997). 

Sekundární buněčná stěna se nachází pod primární stěnou. Jedná se o širší vrstvu 

slouženou z několika podvrstev S1, S2 a S3. Obsahuje celulózu, hemicelulózu, lignin 

a pektin. V primární buněčné stěně je však pektinu více než v sekundární stěně. Orientace 

mikrofibril se v různých podvrstvách liší, což zajišťuje pevnost oproti primární stěně, 

která je spíše flexibilní. Lignin zvyšuje tvrdost sekundární stěny (Evans a Hedger, 2001). 
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2.1.2 Složení dřeva 

Chemicky představují buněčné stěny dřeva směs celulózy, hemicelulózy, ligninu 

pektinu a proteinů. Složení dřeva se liší podle jednotlivých druhů dřevin.  

Celulóza je polymer β-glukózy a je považována za základní stavební jednotku 

buněčné stěny rostlin. Jedná se o nejzastoupenější biopolymer na zemském povrchu a je 

ve vodě nerozpustná. Její dlouhé, nerozvětvené řetězce jsou tvořeny jednotlivými 

glukózovými jednotkami, které jsou spojené 1,4-β glykosidickou vazbou. Molekuly 

glukózy navzájem propojují vodíkové můstky. Tyto dlouhé nevětvené polymery celulózy 

tvoří v buněčných stěnách rostlin vyšší struktury vláken nazývané mikrofibrily. Tato 

vlákna jsou velmi pevná v tahu a jsou dobře odolná vůči chemické a biologické degradaci. 

Funkce celulózy je tedy mechanická a stavební (Pazourek a Votrubová, 1997). 

Hemicelulóza je chemicky rozmanitější než celulóza. Jedná se o lineární a větvené 

řetězce polysacharidů obsahující D-glukózu, D-mannózu, D-galaktózu nebo D-xylózu 

a L-arabinózu. Zastoupení jednotlivých sacharidů se liší v závislosti na druhu rostliny. 

Hemicelulózy obsažené ve dřevě většinou obsahují dvě až šest různých sacharidových 

jednotek nejčastěji spojených 1,4-β glykosidickou vazbou (Berg, 2003). Hemicelulóza se 

podílí se na stavbě buněčné stěny jako pojivo mezi celulózou a ligninem. Dále může 

sloužit jako rezervní látka metabolismu rostliny.  

Lignin je látka polymerní povahy, obsahující fenolická jádra. Obklopuje mikrofibrily 

celulózy a je kovalentně navázán na hemicelulózu. Je druhou nejčastější organickou 

sloučeninou na Zemi. Zastoupení ligninu je vyšší u jehličnatých než u listnatých stromů. 

Slouží jako impregnující složka buněčné stěny a je vždy vázán na celulózu (Jankovský, 

1999). 

Pektiny jsou lineární polymery α-1,4-D-galakturonové kyseliny obsahující úseky 

bohaté na L-ramnózu. Obsahují postranní řetězce zejména arabinózy, galaktózy a xylózy. 

Pektinové sloučeniny představují hlavní složku střední lamely a primární stěny (Alkorta 

et al., 1998).  

Bílkoviny buněčné stěny jsou typické glykoproteiny. Jedná se o tzv. extensiny, které 

jsou bohaté na aminokyseliny, jako jsou hydroxyprolin, glycin a prolin. Extensiny jsou 
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nedílnou součástí buněčné stěny s důležitou strukturní rolí. Jejich funkcí je ochrana 

rostliny před patogeny.  

2.2 Význam a funkce mrtvého dřeva v lesním ekosystému 

Mrtvé dřevo má příznivý vliv na uchování stability a kontinuity lesního ekosystému 

a pro jeho obnovu. Doba dekompozice dřeva může trvat až 180 let (Jankovský, 2005). 

Z tohoto pohledu tlející dřevní biomasa podporuje množství organismů, například 

hub, bakterií, lišejníků nebo drobných obratlovců a zprostředkovává tím biodiversitu 

celého ekosystému. Dřevní hmota padlých stromů ovlivňuje půdní vlhkost a v suchých 

periodách může mrtvé dřevo sloužit jako útočiště pro půdní organismy, z nichž některé 

jsou na něm zcela závislé.  Právě závislost některých organismů na tlejícím dřevu a jejich 

ekologická návaznost je považována za jeden z nejdůležitějších významů mrtvého dřeva.  

Dekompozice dřeva je součástí biochemických cyklů zejména uhlíku, dusíku 

a fosforu. Mrtvé dřevo představuje velkou a dynamickou zásobárnu uhlíku, která lépe 

odolává rozpadu než jiný rostlinný odpad (Freschet et al., 2012). 

Dále mrtvé dřevo tvoří substrát a významný zdroj živin pro lesní dřeviny.  Přispívá 

ke stabilizaci půdního povrchu a slouží jako prevence půdní eroze, čímž se podílí na 

celkové geomorfologii ekosystému (Svoboda, 2007). 

Tlející dřevo je důležitým ukazatelem přirozených lesů. I přes jeho velký ekologický 

význam, je množství tohoto dřeva v hospodářských lesích velmi nízké (Ovaskainen et al., 

2013). 

2.3 Degradace lignocelulózy 

Dřevo je jedním z nejdokonalejších přírodních polymerů, jedná se o velmi pevný 

a odolný materiál s rozvinutou obranou proti degradaci mikroorganismy (Stokland et. al., 

2012). 

Tlení dřeva lze obecně rozdělit do několika tříd, podle množství ztraceného objemu 

suché váhy stromu.  
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Jako nultou třídu označujeme oslabený strom. Strom je žijící, olistěný, i když 

například zraněný, nebo oslabený suchem či stářím. Přibližné množství biomasy je 

zachovalé. 

Za první třídu tlení lze označit strom, který je nedávno uhynulý. Dřevo je stále pevné, 

strom je pokryt kůrou. Přibližné množství zbývající biomasy je 100-95 %. 

Slabě zetlelý strom je typickým pro druhou třídu tlení. Kůra je uvolněná, na 

některých místech začíná odpadávat. Pod kůrou lze pozorovat počáteční mycelium. Došlo 

ke ztrátě větviček menší než 4 cm. Přibližné množství zbývající biomasy je 95-75 %. 

Za třetí třídu tlení považujeme středně zetlelý strom. Dřevo je měkké, kůra a větve 

jsou částečně ztraceny. Původní kmen zůstává nedotknutý. Přibližné množství zbývající 

dřevní biomasy je 75-50 %. 

Čtvrtou třídou jsou velmi zetlelé stromy. Kůra je ztracená na většině plochy. Kmen 

se fermentuje a dřevo nemá pevnou strukturu. Přibližné množství zbývající biomasy je 

50-25 %. 

Poslední, pátou třídou označujeme téměř rozložené stromy. Jejich dřevo je velmi 

silně zetlelé. Je velmi drolivé a křehké. Původní kmen již není rozpoznatelný. Přibližné 

množství dřevní biomasy je 25-0 % (Stokland et. al., 2005). 

2.4 Faktory ovlivňující degradaci dřeva 

Samotný proces tlení dřeva, je ovlivněn mnoha faktory, jako jsou typ dřeviny, délka 

a průměr kmene, třída rozkladu a forma tlení, klimatické podmínky a množství biologické 

aktivity v místě, kde se dřevo nachází, nebo příčiny odumření dřeva (Svoboda, 2007). 

Tlení mrtvého dřeva ovlivňuje řada procesů, jakými jsou respirace, biologická 

transformace, vyplavování, zvětrávání a fragmentaci.  

Podobně jako u respirace i u biologické transformace dochází k přeměně organických 

látek vázaných ve dřevě, které pro svůj metabolismus upotřebují nejen mikroorganismy 

a bezobratlí živočichové.  

Za procesem vyplavování stojí voda, která ve formě vodních srážek dopadá na dřevo, 

prostupuje jím a vyplavuje ve vodě rozpustné látky. V důsledku působení atmosféry na 

povrch mrtvého dřeva dochází k jeho zvětrávání.  
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K fyzikální fragmentace může docházet při pádu dřeva na povrch nebo například za 

pomocí střídání teplot, kdy dřevní masa zmrzne a rozmrzá, čímž dochází ke vzniku trhlin. 

O biologické fermentaci mluvíme v souvislosti s činností mikroorganismů, hub 

hmyzu nebo jiných organismů (Svoboda, 2007). 

2.5 Organismy schopné degradace dřevní hmoty  

 Zatím co celulóza může být rozkládána a zpracovávána řadou organismů, lignin je 

toxický prakticky pro většinu organismů těžko rozložitelný. Dřevorozkladné houby, jako 

jediné organismy, produkují komplex enzymů peroxidáz,  polyfenoloxidáz a lakáz, díky 

kterému jsou schopné degradovat všechny složky dřeva, včetně ligninu (Jankovký, 2005).  

Výhodou degradace ligninu je přístup k lépe energeticky využitelným substrátům, 

jako je celulóza a hemicelulóza. Samotný lignin tedy nepřestavuje pro rozkladače 

energeticky využitelný zdroj. Kromě dřevorozkladných hub se degradace dřeva účastní 

také bakterie a bezobratlí živočichové (Stokland et. al., 2012). 

2.5.1 Actinomycety a bakterie 
Degradace lignocelulózy prokaryoty je pomalý proces ovlivněný nepřítomností 

silných ligninolytických enzymů jakým je např. ligninová peroxidasa. Důležitá role 

Aktinomycet a ostatních bakterií je zejména v humifikačních procesech spojených 

s půdou. Dalším přínosem mnohých bakterií je schopnost odbourávat oligomerní 

a monomerní aromatické sloučeniny, které se uvolňují v průběhu rozkladu ligninu 

houbami (Malherbe a Cloete, 2002). 

2.5.2 Dřevokazné houby 

Za nejvýznamnější rozkladače lignocelulózy jsou považované houby, zvláště pak 

houby bílé hniloby. Lignin degradující enzymy, kterými tyto houby disponují, jim 

pomáhají k překonání ligninové bariéry. Tím mohou překonat limitující krok v uhlíkovém 

cyklu. (Malherbe a Cloete, 2002). 

Dřevokazné houby můžeme dělit podle dřeva, které napadají. Saprotrofní houby 

kolonizují odumřelou dřevní hmotu. Houby parazitické napadají dřevo živých stromů 
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a houby saproparazitické atakují dřevo živý stromů, jejich činnost může vést až k úmrtí 

takto napadeného stromu.  

2.5.3 Další organismy 

Mezi organismy, které jsou schopné degradovat lignocelulózu také patří někteří 

prvoci a kvasinky. Bezobratlí živočichové svou činností zvyšují aeraci dřeva a rozšiřují 

tím plochu, která může být osídlená houbami. Dále přispívají k mechanickému rozkladu 

dřeva a tím ke snazší enzymatické degradaci. U některých druhů termitů byly objeveny 

symbiotické bakterie napomáhající trávení dřeva (Breznak, 2000; Dillon a Dillon, 2004). 

2.6 Dřevorozkladné houby 

Dřevní houby jsou specifickou fyziologicko - ekologickou skupinou heterotrofních 

organismů. Jak již bylo zmíněno jejich základní vlastností je rozklad lignocelulózní 

dřevní hmoty.  Vláknité houby, které dokáží degradovat komplexní strukturu dřevin 

a mohou jí využít jako zdroj energie většinou řadíme do oddělení stopkovýtrusných 

(Basidiomycota) třídy Agaricomycetes a vřeckovýtrusných (Ascomycota). Basidiomycota 

a Ascomycota dohromady tvoří podříši Dikarya – vyšší houby (Arantes et al., 2012; Ohm 

et al., 2014). Dřevorozkladné houby uskutečňují sukcesní pochody vedoucí 

k huminifikaci až mineralizaci dřeva, které je pro ně přirozeným prostředím. Dokáží však 

kolonizovat i jiné organické substráty. Další vlastností dřevorozkladných hub je 

dekompozice dřevní biomasy, která se nachází pod povrchem, objem dřeva uložený 

v zemi je dle odhadů 1/3 až ½  celkové dřevní hmoty stromu (Jankovský, 1999). 

Studium dřevokazných hub je důležité nejen z hlediska biodiversity lesa, ale také 

z pohledu dynamiky dřeva. Dřevorozkladné houby jsou hlavním faktorem v rozkladu 

tlejícího dřeva a jejich druhová skladba značně ovlivňuje  tento proces  (Černý, 1989).  

2.7 Rozdělení dřevních hub podle typu hniloby 

Dle morfologie rozkladu dřeva můžeme rozlišit tzv. houby bílé, hnědé a měkké 

hniloby (Errikson et al., 1990). Toto dělení vychází z rozdílného využití složek dřeva jak 

na makroskopické tak i mikroskopické úrovni (Liers et al., 2011). 



 17 

2.7.1 Houby bílé hniloby  

Houby bílého tlení mají ojedinělou vlastnost degradace ligninu. Svůj název získaly 

podle vzhledu jimi napadeného dřeva, kdy rozklad ligninu vede u napadeného dřeva 

k jeho vybělení (Šula, Svobodová, 2006). Tito velmi efektivními rozkladači, kteří dokáží 

kromě ligninu degradovat i celulózu a hemicelulózu. U hub bílé hniloby můžeme rozdělit 

dva druhy napadení. Při prvním typu, tzv. selektivní degradaci, je nejdříve atakován lignin 

a hemicelulóza a celulóza je napadena později. Zatím co u druhého typu napadení, 

tzv. současné delignifikaci dochází k degradaci všech tří biopolymerů zároveň (Otjen 

a Blanchette, 1986).  

Houby bílé hniloby se systematicky řadí převážně mezi Basidiomycotina. Typickým 

příkladem houby bílé hniloby je Phanerochaete chrysosporium.  

2.7.2 Houby hnědé hniloby 

Houby hnědého tlení reprezentují houby schopné rozkládat celulózu a hemicelulózu 

aniž by odstranily sousední lignin.  Díky neúplnému rozkladu ligninu není zcela zřejmé, 

jak k celulóze získávají přístup (Martínez et al., 2005). Napadené dřevo rychle ztrácí 

hmotnost i objem díky úbytku celulózy.  Dřevo křehne, láme se a často kostkovitě praská 

(Jankovský, 2005). 

Houby hnědé hniloby se řadí mezi Basidiomycotina a zástupcem je například 

Fomitopsis pinicola. 

2.7.3 Houby měkké hniloby 

 Rychlost dekompozice houbami měkkého tlení je v porovnání s houbami bílé 

a hnědé hniloby nízká. Tento fakt je zřejmě zapříčiněn zhoršenou prostupností celuláz 

hub měkké hniloby do dřeva. (Schwarze et al., 2000). Společně s bakteriemi ale dokáží 

dobře rozkládat dřevo ve vlhkém a vodním prostředí, které je pro houby bílé a hnědé 

hniloby nepříznivé. Důsledek napadení těmito houbami je kašovitá konzistence dřeva. 

Toxonomicky řadíme houby měkké hniloby do pododdělení Ascomycotina 

a Deuteromycotina.  
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2.8 Enzymy hub degradující dřevní hmotu 

Za biodegradaci dřeva považujeme proces přeměny jednotlivých složek dřeva na 

jednodušší a menší molekuly. Tyto molekuly jsou pak schopny projít buněčnou stěnou 

hyf a být dále využity metabolismem hub. Metabolické procesy ve všech živých 

organismech jsou řízeny enzymy. Široká škála celulolytických a ligninolytických hub 

využívá mnoha extracelulárních enzymů (Baldrian, 2008). Těmito enzymy jsou zejména 

hydrolázy štěpící všechny polysacharidové složky ve dřevě na monosacharidy. 

Polysacharidové složky se ale v kombinaci s ligninem stávají odolnými proti 

hydrolytickému štěpení. (Leonowicz et al., 1999).  

2.8.1 Degradace celulózy 
Celulózní složky dřeva degradují celulózy. Ty můžeme u hub dělit do tří typů 

enzymů, které se navzájem funkčně liší. Tyto enzymy jsou produkovány jako 

multikomponentní enzymatický systém a jejich působení se navzájem doplňuje. Mohou 

se vyskytovat jednotlivě nebo jako agregáty.  

Prvním typem celuláz jsou endoglukanázy štěpící náhodným způsobem glykosidické 

vazby v celulózovém vláknu. Tímto způsobem vznikají oligosacharidové řetězce o různé 

délce. Ty ale mohou být stále připojené k mikrofibrilární struktuře. Příkladem tohoto typu 

enzymů je β-1,4-endoglukanáza. Endoglukanázy jsou produkovány Basidiomycetami 

a jejich pH optimum je ve většině případů v rozmezí 4,0 – 5,0 (Edwards et al., 2008).  

Dalším typem enzymů jsou celobiohydrolázy odštěpující celobiózu nebo glukózu 

z redukujícího, nebo neredukujícího konce celulozóvého řetězce (Edwards et al., 2008). 

Na rozdíl od hub bílého tlení, ze kterých byly celobiohydrolázy opakovaně izolovány, 

u hub hnědé hniloby prokazatelně chybí (Baldrian a Voříšková, 2008). 

Posledním typem celuláz je 1,4-β-glukosidáza. Jejím úkolem je hydrolýza celobiózy 

a jiných oligosacharidů rozpustných ve vodě na glukózu.  

2.8.2 Degradace hemicelulózy 

Degradace hemicelulózy vyžaduje celý soubor různých enzymů, který odráží složení 

a složitost této struktury. Enzymový soubor se může lišit podle toho, zda se jedná 
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o degradaci xylanu, který obsahuje hemicelulózový typ nacházející se v krytosemenných 

dřevinách, nebo glukomanan, který se naopak vyskytuje v nahosemenných dřevinách.  

Samotný proces degradace hemicelulózy se skládá z pěti kroků. První část degradace 

xylanu je zajištěna enzymem β-1,4-endoxylanázou, která atakuje vazby uprostřed 

molekuly a vytváří tím kratší oligomery. Pomocí dalších třech enzymů dochází ke štěpení 

specifických chemických vazeb, které spojují postranní řetězce a hlavní molekulu. Na 

závěr enzym β-1,4-xylozidáza hydrolyzuje xylooligosacharidy a vytváří xylózu. Xylóza 

je stavební jednotkou xylanu. Jedná se o monosacharid, který odpovídá molekule glukózy 

v celulóze. Rozklad glukomananu je podobný degradaci xylanu. Iniciální enzym rozštěpí 

molekulu na menší fragmenty, další rozštěpí specifické vazby s postranními řetězci. 

Závěrem dochází k odštěpení glukózové a manózové molekuly dvěma různými enzymy 

(Van Den Brink a De Vries, 2011).  

2.8.3 Degradace ligninu 

Degradace ligninu umožňuje přístup k celulóze, hemicelulóze a nízkomolekulárním 

látkám, které jsou obsaženy v dřevní hmotě. Další výhodu degradace ligninu přináší 

kolonizace velkého objemu dřevní hmoty. Mezi enzymy ligninolytického sytému patří 

peroxidázy, lakázy a enzymy produkující peroxid vodíku.  

Degradaci ligninu katalyzují ligninolytické peroxidázy, jakou je v první řadě 

manganová peroxidáza. Manganová peroxidáza je hemový protein s molekulovou 

hmotností okolo 46 kDa. Její pH optimum se nachází v kyselé oblasti (Hofrichter, 2002). 

Manganová peroxidáza oxiduje Mn2+ na vysoce reaktivní Mn3+, který je stabilizován 

organickými kyselinami, jakými jsou je např. malát, oxalát, laktát nebo malonát. Dále je 

také schopná oxidace fenolických substrátů  (Martínez, 2002). 

Dalšímy typy peroxidáz jsou naříklad ligninová peroxidáza nebo versalitní 

peroxidáza. Lignin peroxidáza degraduje jak fenolické, ale především nefenolické 

podjednotky ligninu, které tvoří až 90% polymeru. (Kirk a Cullen, 1998). Verzatilní 

peroxidáza má katalytické vlastnosti ligninové i manganové peroxidázy. Je schopná 

degradace nefenolických i fenolických podjednotek ligninu, zároveň může oxidovat 

Mn2+ na Mn3+ (Martínez, 2002).  
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Pro činnost peroxidáz je nezbytný peroxid vodíku, který je potřebný pro tvorbu 

kyslíkových radikálů, které štěpí kovalentní vazby mezi podjednotkami ligninu (Ruiz-

Dueñas & Martínez 2009).   

Peroxidy vznikají činností další rodiny enzymů - oxidáz. Za nejvýznamější oxidázu 

považujeme glyoxyl oxidázu. Glyoxyl oxidáza je glykoprotein produjující H2O2 a oxalát. 

Pro tvorbu peroxidu vodíku používá produktů degradace ligninu (Kersten a Cullen, 

2007). Jak vyplývá z výšše uvedeného textu peroxidázy a enzymy produkující peroxit 

vodíku pracují součinně.  

Lakázy jsou poslední rodinou enzymů, která se podílí na rozkladu ligninu u hub bílé 

hniloby. Lakázy jsou glykoproteiny s velikostí okolo 60 kDa a kyselým pH optimem. 

Obsahující čtyři atomy mědi v jedné molekule enzymu. Jejich nízký redoxní potenciál 

jim umožňuje pouze degradaci fenolické složky ligninu, která tvoří jen 10% z celku 

molekuly (Kirk a Cullen 1998). Lakázy využívají ke své funkci molekulární kyslík, což 

jim umožňuje nezávislost na jiném enzymatickém sytému. Lakáza je produkována 

většinou ligninolytických Basidiomycet. (Baldrian 2006; Sharma et al. 2007). 

2.9 Vývoj společenstva hub v mrtvém dřevu 

Sukcese společenstva hub na tlejícím dřevu je velmi nepředvídatelným 

a komplexním procesem.  

Houby mohou kolonizovat substrát dvěma různými způsoby. Prvním z nich je 

rozšíření za pomoci spor, druhým pak kolonizace myceliem. Výhoda kolonizací pomocí 

mycelií spočívá v možnosti použití svazků hyf k transportu živin do osídlovaného 

substrátu v případě potřeby (Lindahl et al. 1999). V případě, že se mycelium dostane do 

kontaktu s novým, energeticky bohatým substrátem, může pak živiny přemístit do 

chudších míst (Boddy, 2001). 

Prvními kolonizátory mrtvého dřeva, které nebylo dříve napadeno jinými patogeny, 

jsou obvykle bakterie a houby měkké hniloby. Dosud nekolonizované prostředí je pro ně 

výhodné dostatkem živin a umožňuje jim rychlejší růst a reprodukci (Renvall, 1995). 

 První kolonizátoři svým působení modifikují chemicko-fyzikální vlastnosti 

stromu. Ovlivňují stupeň rozkladu, obsah vlhkosti a přítomnost sekundárních metabolitů, 
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tím usnadňují, nebo zamezují další kolonizaci substrátu jinými druhy hub (Fukami et al., 

2010). Postupně, po spotřebování jednoduchých látek ze substrátu, jsou primární 

saprotrofové vytlačováni sekundárními. S další degradací dřeva začínají být více 

zastoupené houby hnědé a bílé hniloby, které jsou lepšími kompetitory. Ve druhém 

a třetím stádiu tlení ve společenstvu dominují právě houby bílé a hnědé hniloby a rychlost 

tlení kulminuje. V kmenech, které jsou již silně rozložené, jsou četné ektomykorhizní 

(ECM) houby. V posledním stádiu rozkladu kmene lze nalézt největší druhovou 

variabilitu hub. Počet druhů úměrně stoupá s klesající hmotou dřeva. (Renvall, 1995; 

Rajala et al., 2012). S postupným rozkladem klesá výskyt plodnic na kmenech. Tento fakt 

je zapříčiněn velkými energetickými nároky na tvorbu plodnic a snižujícím se množstvím 

živin v téměř zetlelém dřevu (Stenlid et al., 2008). 

Diverzita houbového společenstva se během dekompozice dřeva zvyšuje a dosahuje 

vrcholu ve středně rozložených stromech. Nedávno padlé stromy tvoří kvůli své 

nedostatečné vlhkosti a vysokému obsahu terpenů a fenolických látek nepříliš pohostinné 

prostředí pro houby. To může být důvodem zvyšování houbové diverzity v průběhu tlení. 

V pozdních stádiích degradace začínají dřevo kolonizovat půdní houby a rozdíl mezi 

tlejícím dřevem a půdou se postupně vytrácí (Rajala et al., 2012). 

Houby můžeme charakterizovat podle míry odolnosti na stres, který jim přináší 

osídlení nehostinného substrátu. Stresové podmínky mohou být způsobeny například 

vysokou, nebo naopak nízkou vlhkostí, velkými teplotními rozdíly, přítomností 

antimikrobiálních látek nebo malým množstvím živin. Houby, které jsou schopny 

kolonizovat a žít na substrátu, který je pro ostatní druhy neobyvatelný se dají označit 

za stres-tolerantní (Boddy, 2001).  

Kolonizace mrtvého dřeva společenstvem hub je závislá na mnohých faktorech. Tuto 

složitou dynamiku ovlivňují jak abiotické tak biotické faktory.  

2.9.1 Abiotické faktory 
Mezi abiotické faktory řadíme především stupeň rozkladu dřeva, objem, délku 

a hustotu dřevní biomasy, teplotu, vlhkost a další klimatické podmínky.  

Za významné považujeme především abiotické faktory, které mají přímý vliv na 

substrát a na společenstvo hub. 
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 Pro prvotní kolonizaci je důležitý způsob, jakým strom odumřel a relativní plocha, 

která je v kontaktu s půdou. Rozdíl je patrný například u stromů stojících, kde je rozklad 

pomalejší, nežli u padlého ležícího dřeva, které má vyšší vlhkost a je lépe přístupné pro 

rozkladače (Cornelissen et al., 2012).  

Strukturu houbového společenstva ovlivňují i vlastnosti stromů. Listnaté a jehličnaté 

stromy se od sebe značně liší svými chemickými, fyzikálními i anatomickými vlastnostmi 

(Kulhánková et al., 2006). To má za následek rozdílné zastoupení společenstva hub 

u jehličnatých a listnatých stromů. 

Pro dřevorozkladné houby je důležitá i velikost dostupného povrchu substrátu. 

Rychlost kolonizace je patrná na rozdílu kmenů a větví. Větve mají vyšší průměr povrchu 

vůči objemu a jejich osídlení houbami je tedy rychlejší.  

Důležitým abiotickým faktorem je i teplota. V laboratorních podmínkách vykazují 

mycelia hub odolnost k nízkým teplotám. Ve svém přirozeném prostředí ale přestávají 

růst při teplotě okolo bodu mrazu (Stenlid et al., 2008). Teplota ovlivňuje i rychlost 

samotného tlení. Dřevo je díky teplotním optimům degradujících enzymů, které je kolem 

40-60 °C, rychleji rozkládáno v prostředí s teplejším klimatem (Baldrian a Valášková 

2008).  

Vhkost dřeva je určena vnějšími klimatickými podmínkami ale i samotným tlením, 

jelikož voda je jedním z finálních produktů mineralizace složek dřevní biomasy.  Enzymy 

degradující dřevo jsou rozpustné ve vodě, proto by bez počátečního alespoň malého 

množství vody by nedošlo k rozvoji hniloby (Magan, 2008). Příliš vysoká vlhkost má 

naopak inhibiční vliv na společenstvo hub, který je zapříčiněn utlumením přísunu kyslíku.  

2.9.2 Biotické faktory 

Mezi významné biotické faktory patří druhová selektivita hub k substrátu, vliv 

ostatních organismů, antagonistické interakce nebo vztah mezi předchozím 

a následujícím kolonizátorem substrátu (Boddy, 2001; Heilmann-Clausen et al., 2014). 

Vlivem ostatních organismů na vývoj společenstva hub a naopak se bude zabývat 

následující kapitola. 
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2.10  Tlející dřevo jako specifický ekosystém 

Jestliže mají organismy stejné prostředí a zdroj živin, nevyhnutelně mezi sebou 

interagují. Prostředí dřevních hub a půdních bakterií nemusí být vždy stejné, přesto 

mohou bakterie těžit z přítomnosti hub v tlejícím dřevu, aniž by spolu přímo interagovali. 

Dřevokazné houby na rozdíl od bakterií dokáží degradovat i složitější materiál jako je 

lignin a polysacharidy buněčné stěny. Přítomnost hub je tak pro bakterie přínosná díky 

zvyšování podílu živin v prostředí, které produkuje houba v průběhu degradace dřevní 

hmoty (Boer et al., 2005; Baldrian, 2008). 

Houby mohou záměrně ovlivňovat organismy ve svém okolí přímými interakcemi. 

Například typickou reakcí ligninolytických hub při detekování přítomnosti půdních 

bakterií je zvýšená produkce lakázy, která u některých hub katalizuje tvorbu 

antibiotických látek. Ovšem přímý účinek lakáz nebyl prokázán (Eggert, 1997; Baldrian 

2006). Další možností hub jak omezit jiné organismy může být tvorba toxinů.  

Bakterie pak mohou tvořit fungistika nebo těkavé látky, kterými mohou ovlivnit růst 

huba a produkci jejich enzymů.  

Jak bylo zmíněno v předchozí kapitole složení mikrobiálního společenstva však také 

záleží na řadě abiotických faktorů jakými jsou například pH, vlhkost nebo teplota.  
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3 Cíle práce a hypotézy 

3.1 Cíle práce  

Cílem teoretické části bakalářské práce bylo vytvořit literární přehled a vhled do 

problematiky mrtvého dřeva, dřevorozkladných hub a jejich enzymů. 

Cílem metodické části je popsat společenství hub v mrtvém dřevu a faktory, které 

ovlivňují jeho složení. 

3.2 Hypotézy 

H1: Předpokládám rozdílné zastoupení společenstva hub ve vzorcích jedlí a buků. 

H2: Domnívám se, že vyšší potenciální aktivity enzymů hub budou ve vzorcích z větví 

nežli z kmenů. 

H3: Předpokládám vyšší potenciální aktivitu enzymů hub ve vzorcích z jedlových kmenů, 

než ve vzorcích z bukových kmenů. 
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4 Materiál a metody 
Zkoumaný subjektem pro tuto bakalářskou práci se stal soubor 127 vzorků. Vzorky 

byly odebrány z kmenů a větví stromů, které se nachází na území Národního parku 

Bavorský les v rámci studie zaměřené na výzkum mrtvého dřeva a jeho biodiverzity. 

Dřevinami ze kterých byly vzorky odebrány, byly buk evropský a jedle stříbrná.  

V následujících kapitolách se budu zabývat zkoumanou lokalitou, materiálem 

a jednotlivými metodami použitými pro výzkum.  

4.1 Zkoumaná lokalita 

Národní park Bavorský les se nachází na jihovýchodě Německa. Je prvním 

vyhlášeným národním parkem v Německu a jeho rozloha činí 24 222 ha (Národní park 

Bavorský les, 2015). 

 S Národním parkem Šumava sousedí severní a východní stranou a společně tvoří 

jeden z největších bilaterálních národních parků Střední Evropy.  Národní park Bavorský 

les pokrývá z 90 %  horský smíšený les smrků, buků a jedlí.   

Dle Plánu péče Národního parku z roku 2010 je cílem přednostně zajistit působení 

přírodních živlů a nenarušenou dynamiku žijících společenstev na tomto území. Lesy 

Národního parku se tak budou vyvíjet bez zásahu člověka směrem zpět k lesům 

přírodním. Přírodní události jako napadení houbami, hmyzem nebo škody sněhem jsou 

podstatným faktorem vývoje takového lesa (Linner a Wanninger, 2010). 

4.2 Materiál a jeho odběr 

V rámci projektu zaměřeného na výzkumu mrtvého dřeva a jeho biodiverzity byly 

pracovníky Národního parku Bavorský les rozmístěny kmeny a větve jedle stříbrné 

a buku evropského na vybraná stanoviště. Jednotlivá stanoviště byla volena tak, aby 

odpovídala gradientu variability environmentálních faktorů 

Samotný odběr uskutečnili pracovníci správy Národního parku v roce 2013 jako 

druhý v pořadí v rámci výše zmíněného projektu. V době odběru, byly kmeny a větve 

ponechány na svých stanovištích po dobu dvou let. Získání vzorků bylo provedeno za 
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pomoci elektrického vrtáku, který byl mezi jednotlivými odběry otírán etanolem. Z každé 

větve byl odebrán jeden vzorek, z kmenů pak čtyři vzorky v průběhu jeho délky. Následně 

byly vzorky uloženy do plastových uzavíratelných sáčků s označením místa ze kterého 

byl vzorek odebrán a zdali se jedná o jedli (T) nebo buk (B). Dále byly označeny podle 

toho, jestli byly odebrány z větví (FWD) nebo z kmenů (CWD). Po zamrazení byly 

vzorky odeslány do Laboratoře environmentální mikrobiologie Mikrobiologického 

ústavu AV ČR, v.v.i. k analýze.  

4.3 Použité metody 

V rámci této práce byly použity následující komplementární metody: 

- Homogenizace vzorku 

- Stanovení chemického složení vzorku 

- Spektrofotometrické a fluorometrické stanovení aktivity enzymů ve 

vzorku 

- Kvantifikace biomasy hub pomocí extrakce a HPLC analýzy 

specifického markeru ergosterolu 

- Izolace, purifikace a sekvence DNA metodami next-genaration 

sequencing 

4.4 Stanovení vlhkosti a suché hmotnosti vzorků 

Aby mohly být výsledky později správě interpretovány, bylo nezbytné vědět poměr 

sušiny v jednotlivých vzorcích. Sušina byla stanovena vážením vzorku před a po 

lyofilizaci, s přesností na tři desetinná místa. Vážení probíhalo za dodržení nízkých teplot. 

Nejdříve byla zvážena falkonka do které byl vzorek vložen, následně pak falkonka se 

vzorkem a po lyofilizaci proběhlo vážení znovu, tentokrát jen dohromady se vzorkem. Po 

odečtení hmotnosti vzorku po lyofilizací od hmotnosti nevysušeného vzorku  se získala 

hmotnost vody, kterou materiál ztratil sušením. Samotná hmotnost vzorku (sušina) byla 

získána odečtením hmotnosti falkonky.  
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4.5 Homogenizace vzorků 

 Vzorky byly dodány ve formě pilin z návrtů kmenů a větví. Pro další analýzu byly 

jednotlivé částečky příliš veliké. Aby byl vzorek stejnorodý a vhodný pro další analýzy, 

byl materiál upraven centrifugálním mlýnem. Homogenizace probíhala jednotlivě. Po 

každé úpravě vzorku byl mlýn rozebrán vyčištěn a otřen etanolem. U vzorků kmenů byly 

všechny čtyři vzorky vždy z jednoho kmene smíchány dohromady ve stejném poměru 

a tyto smíšené vzorky byly dále použity v jednotlivých měřeních. Mezi mletím byl 

materiál skladován v mrazícím boxu při teplotě -80 °C.  

4.6 Stanovení chemického složení vzorků 

Pro účel pozorování vztahů mezi složením houbového společenstva a kvalitativními 

vlastnostmi dřeva, bylo nutné vzorky podrobit fyzikálně chemické analýze.  

Pro stanovení pH byl vzorek smísen s destilovanou vodou (1:10 w/vol) a po 

24 hodinách při laboratorní teplotě byl vzorek měřen pHmetrem. 

Z technických důvodů byl obsah uhlíku a dusíku ve vzorku měřen v externí laboratoři 

ve Výzkumném ústavu meliorací a ochrany půdy, v.v.i. 

4.7  Spektrofotometrické a fluorometrické stanovení aktivity enzymů 

4.7.1 Stanovení aktivity extracelulárních enzymů 
 Aktivita enzymů β-glukosidázy, fosfatázy,  β-xylosidázy,  N- 

acetylglukosaminidázy, celobiohydrolázy, β-galaktosidázy, 𝛼-glukosidázy a lipázy byla 

stanovena spektrofluorometricky s využitím fluorescenčně značených substrátů. Jako 

fluorescenční molekula byl použit 4-methylumbllyferol (MUF). Jednotlivé substráty 

MUF, které byly použity pro stanovení aktivit konkrétních enzymů, jsou znázorněny 

v tabulce 1 níže. 

 

enzym substrát 
β-glukosidáza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-β-D- glukopyranosid (MUFG) 

fosfatáza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-fosfát (MUFP) 
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 Pro stanovení potenciálních aktivity enzymů byly použity suspenze tvořené  

0,25 g lyofilizovaného vzorku v 50 ml 50 mM octanového pufru s pH 5. Takto připravené 

vzorky byly po nezbytnou dobu uchovávány při teplotě do 4 °C.  Do mikrotitrační 

destičky byly napipetovány jednotlivé MUF substráty a kalibrační roztoky MUF 

standardu v předem daném ředění (viz tabulka 2). K substrátům bylo do jamek 

napipetovaláno 200 µl homogenizované suspenze vzorku. Do pravé části destičky byly 

umístěny kalibrační řady, ve kterých postupně vzrůstala koncentrace MUF.   

 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 kalibrace 
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G 
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G 
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G 
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G 
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Tabulka 2 Tabulka graficky popisuje jednotlivé umístění substrátů na mikrotitrační destičce 

  

β-xylosidáza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-β-D-xylopyranosid (MUFX) 

N-acetylglukosaminidáza 1,00 mM 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid (MUFN) 

celobiohydroláza 2,5O mM 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosis (MUFC) 

β-galaktosidáza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-b-D-galaktopyranoside (MUFL) 

𝛼-glukosidáza  
 

2,50 mM 4-methylumbellyferyl-𝛼-D-glykosopyranoside (MUFaG) 

lipáza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-kaprylát (MUFY) 

Tabulka 1 Přehled enzymů a příslušných substrátů použitých ke stanovení jejich aktivit. 
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Takto připravené destičky byly vloženy k temperování do inkubátoru vyhřátého na 

40 ℃. Aby nedocházelo ke zkreslení výsledků vlivem odpařování roztoku, byly 

mikrotitrační destičky zakryty. 

Fluorescence vzorku na destičce byla měřena po 5, 65 a 125 minutách za pomocí 

spektrofluorimetru TESCAN Infinite m200 a softwaru Magellan při excitační vlnové 

délce 355 nm a emisní vlnové délce 460 nm. Mezi jednotlivým měřením byly destičky se 

vzorky vkládány zpět do inkubátoru. Fluorescence, respektive aktivita vzorku byla 

stanovena pomocí kalibračních křivek standardů MUF na základě jejich koncentrace 

a naměřené fluorescence a aktivita vyjádřena v µM min-1 g-1 sušiny  

4.7.2  Stanovení aktivity endocelulázy a endoxylanázy 

Pro stanovení endocelulázy a endoxylanázy bylo nutné před samotným měřením 

provést extrakci a filtraci vzorků. Filtrace byla provedena přes kolonky Sephadex TM G-

25 M. 

Dále bylo v mikrozkumavce smícháno 150 µl extrahovaného vzorku a 150 µl 

substrátu (azo-CM cellulase pro endoglukanázu a azo-xylan pro endoxylanázu). 

Následovaly 2 hodiny inkubace při 40 ℃. Inkubace byla ukončena přidáním 750 µl 

precipitantu. Následovalo vortexovaní vzorku po dobu 10 sekund a poté centrifugace 

10 minut  při 10 000 otáčkách. Absorbance uvolněného barviva bylo měřeno 

spektrofotometricky při  595 nm. 

4.7.3 Stanovení aktivity manganové peroxidázy 

Aktivita manganové peroxidázy byla měřena v sukcinát-laktátovém pufru (100 mM, 

pH 4,5). Do mikrotitračních destiček bylo napipetováno 50 µl filtrovaného vzorku 

a 200 µl odpovídajícího roztoku substrátů (složení v tabulce 4). Stanovení aktivy enzymů 

bylo prováděno v programu Magellan MnP (DMAB) v 7 cyklech 30 sekundách po sobě 

a hned následovně v 7 cyklech po 2 minutách. 

Enzymatickou reakcí vzorek získá fialovou barvu, která je spektrofotometricky 

detekována. 
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4.7.4 Stanovení aktivyty lakázy 

Na mikrotitrační destičku bylo postupně napipetováno 50 µl filtrovaného vzorku, 

150 µl citrátového pufru a 50 µl substrátu ABTS. Absorbance vzorků byla měřena 

v programu Magellan Lac (ABTS) při 420 nm. A to v 7 cyklech po 30 sekundách 

a v 7 cyklech po 2 minutách. Enzymatická reakce se projevovala zelenou barvou. 

4.8 Kvantifikace biomasy hub pomocí extrakce a HPLC analýzy 

ergosterolu 

Ergosterol se nachází pouze v plasmatické membráně hub a tak kvantifikací tohoto 

specifického markeru můžeme stanovit množství houbové biomasy ve vzorku.  

Pro extrakci a analýzu bylo použilo 0,5 g lyofilizovaného vzorku, který byl 

suspenzován v 3 ml 10% KHO v metanolu a v 1ml cyklohexanu a poté sonikován při 

teplotě 70°C po dobu 90 minut. Následně byl přidán 1ml destilované vody a 2 ml 

cyklohexanu. Vzorky byly dále vortexovány 30 s a certifugovány 5 minut při 3 500 

otáček. Odstředěný vzorek nad sedlinou byl odpipetován a postup se 2x opakoval jen 

s cyklohexanem (již bez použití destilované vody). Následovalo odpaření cyklohexanu 

dusíkem do sucha. Vzorek byl rozpuštěn  v 1 ml metanolu a vortexován 30 s následnou 

15 min inkubací v lázni při 40 °C 15 minut. Po uplynutí času byl vzorek opět vortexován 

30 s a centrifugován 3 minuty při 6000 otáčkách. 800 µl takto připraveného vzorku bylo 

podrobeno analýze na kapalinovém chromatografu Waters Alliance HPLC system. 

Rychlost průtoku metanolu jako mobilní fáze byla 1 ml.min-1. Ergosterol byl analyzován 

spektrofotometricky při 282 nm a kvantifikován pomocí standardu o známé koncentraci.  

4.9 Izolace, purifikace a sekvenace DNA metodami next-genaration 
sekvenování 

4.9.1 Izolace a purifikace DNA 

Genomová DNA byla izolována komerčně dostupným kitem NucleoSpin Soil 

(Macherey-Nagel) podle protokolu dodavatele z 150 – 200 mg lyofilizovaného vzorku. 

Během izolace byly vzorky homogenizovány 2 x 30s na FastPrepu24. Za pomocí 50 μl 
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elučního pufru došlo k uvolnění DNA z kolonky na konci izolace. Koncentrace izolované 

DNA byla změřena spektrofotometricky na přístroji NanoDrop 1000.  

4.9.2 Sekvenace DNA metodami next-genaration sekvenování 

K identifikaci organismů hub sloužila sekvenace mezerníku ITS2 rDNA. 

K selektivní amplifikaci ITS2 oblastí byly použity primery gITS7  a ITS4. Úspešnost 

proběhlé amplifikace byla ověřena za pomocí gelové elektroforézy v 1,5% agarózovém 

gelu. Z každého vzorku byly nezávisle připraveny dvě PCR reakce. Ty pak byly následně 

sloučeny dohromady, pročištěny a zkoncentrovány pomocí kolonky MinElute 

Purification Kit. DNA byla eluována 20 µl ddH2O. Koncentrace takto připravené DNA 

byla změřena za pomocí spektrofotometru NanoDrop 1000. 

K sekvenování byla využita technologie sekvenování syntézou na sekvenátoru 

MiSeq firmy Illumina. Na počátku jsou na oba konce amplikonů naligovány dva rozdílné 

adaptory. Po následné denaturaci jsou fragmenty DNA imobilizovány jedním koncem na 

destičku pokrytou oligonukleotidy komplementárními k oběma těmto typům adaptorů.  

Jednovláknové fragmenty hybridizují svým volným koncem s komplementárním 

oligonukleotidem připojeným na destičku čímž dochází k vytvoření můstku. 

Oligonukleotidy navázané na povrchu destičky se chovají v další fázi jako primery pro 

PCR amplifikaci, která je také nazývána můstkovou amplifikací. Amplifikace je nezbytně 

důležitá pro získání dostatečně silného světelného signálu pro spolehlivou detekci 

inkorporovaných nukleotidů.  

Po dokončení PCR vzniknou na destičce shluky obsahující až 1 000 kopií původní 

ssDNA. Ke konci můstkové amplifikace dochází k navázání sekvenačního primeru na 

DNA fragmenty.  

 Při samotném sekvenování syntézou je využito fluorescenčně značených nukleotidů 

s navázaným reverzibilním terminátorem. Blokace nukleotidů reverzibilním 

terminátorem umožňuje v každém cyklu navázání pokaždé pouze jedné báze na rostoucí 

řetězec. Po inkorporaci nukleotidu je fluorescenční barvivo i reverzibilní blokátor na jeho 

3’ konci odstraněn a syntéza může nadále pokračovat. Po každém cyklu syntézy je 

inkorporace fluorescenčně značeného nukleotidu detekována laserem. Díky přirozené 
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kompetici nukleotidů je zajištěna vysoká přesnost. Analýza dat byla následně provedena 

bioinformatikem. 

4.10 Ředění použitých roztoků 

 
Substrát g/10ml DMSO 

MUF 0,00176 

MUFC 0,01251 

MUFG 0,00930 

MUFaG 0,00846 

MUFL 0,00846 

MUFN 0,00379 

MUFP 0,00704 

MUFX 0,00846 

MUFY 0,00846 
Tabulka 3 znázorňuje jednotlivé ředění substrátů pro stanovení enzymové aktivity extracelulárních enzymů 

Octanový pufr, 50 mM,  pH=5 

2,78 g octanu sodného 

938 µl kyseliny octové 

1 l destilované vody 

 

Sukcinát-lakátátový pufr  

100 ml destilované vody 

1,64 g DL-kyseliny mléčné, NaCl 60% 

0,146 g kyseliny jantarové 

 

Azo-Xylan 

25 ml koncentrátu Azo-Xylanu bylo smícháno s 22,5 ml deionizované vody a 2,5 ml 2M 

octanového pufru s pH 5,0. Takto připravený rortok musel být uchováván v teplotě 4 °C. 
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Azo-CM- celulóza 

Do 1,00 g Azo-CM-Cellulase bylo přidáno 40 ml vody o teplotě 85-90 °C, po úplném 

rozpuštění substrátu bylo přidáno 5ml 2M octanového pufru s pH 5,0. Roztok byl doplněn 

deionizovanou vodou do 50ml. Jako prevence mikrobiální degradace bylo přidáno 

0,02 g azidu sodného. Roztok musel být uchováván při teplotě okolo 4 °C. 

 

Precipitant 

Ve 150 ml deionizované vody bylo rozpuštěno 40 g octanu sodného a přidáno 4 g octanu 

zinečnatého. Za pomocí kyseliny chlorovodíkové bylo pH upraveno na 5,0. Objem 

roztoku byl doplněn na 200 ml deionizovanou vodou a následně bylo přidáno 800 ml 95% 

ethanolu.  

 

Citrát-fosfátový pufr (0,1M – citrát, 0,2M – fosfát), pH=5,0 

2,24 g kyseliny citronové 

7,37g dodekahydrátu hydrognfosforečnananu disodného 

 

10% roztok hydroxidu draselného v methanolu, 3M 

10 g hydroxidu draselného  

100 ml methanolu 

 
  roztok AB roztok AP roztok AR 

Sukcinát-laktátový 

pufr 

21 ml 21 ml 

 

21 ml 

DMAB (25 mM) 2,8 ml 2,8 ml 2,8 ml 

MBTH (1 mM) 1,4 ml 1,4 ml 1,4 ml 

MnSO4 (2 mM) -  -  1,4 ml 

EDTA (2 mM) 1,4 ml 1,4 ml - 

H2O 1,4 ml -  - 

Roztok 25 µl H2O2 a 

44 ml H2O 

- 1,4 ml 1,4 ml 

Tabulka 4 znázorňuje ředění substrakčních roztoků substrátů pro stanovení aktivit oxidázy (AB) peroxidázy (AP) 
a manganové peroxidázy (AR) 
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5 Výsledky 

5.1 Výsledky stanovení chemického složení vzorků 

Následující grafy popisují stanovení chemických vlastností všech vzorků 

bukových kmenů (CWD-B), bukových větví (FWD-B), jedlových kmenů (CWD-T) 

a jedlových větví (FWD-T). Data znázorňují průměrné naměřené hodnoty pro jednotlivé 

zkoumané skupiny a střední chyby průměru. Průměrné naměřené hodnoty uhlíku, dusíku 

a pH u jednotlivých zkoumaných skupin jsou znázorněny v Příloze 1. 

Písmena nad jednotlivými sloupci označují statistickou odlišnost jednotlivých skupin 

ověřenou ANOVA a Fisherovým LSD post–hoc testem při hladině α = 0,05. 

5.1.1  Výsledky stanovení uhlíku a dusíku ve vzorcích 

U jednotlivých skupin vzorků byla zaznamenána vyšší koncentrace uhlíku 

u bukových kmenů a jedlových větví a současně byla koncentrace uhlíku u buku vyšší 

v kmenech oproti větvím, ale u jedlí byla koncentrace uhlíku naopak vyšší ve vzorcích 

z větví než kmenů (Graf 1). Statisticky významný rozdíl mezi druhy stromů nebo velikostí 

materiálu nebyl potvrzen. 

Nejvyšší koncentrace dusíku byla zachycena u vzorků z bukových větví a poté 

u jedlových větví (Graf 2).  Jednotlivé skupiny vzorků se od sebe obsahem dusíku 

navzájem statisticky významně odlišovaly. 
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Graf 1 Koncentrace  uhlíku ve vzorcích. 

 

 
Graf 2 Koncentrace  dusíku ve vzorcích. 

 

5.1.2  Výsledky stanovení pH ve vzorcích 

Vyšší pH bylo stanoveno u vzorků kmenů nežli u vzorků větví u obou druhů stromů 

(Graf 3). Nejzásaditější pH bylo naměřeno u vzorků kmenů buků, nejnižší pak téměř 

shodně u vzorků větví, mezi kterými nebyl rozdíl statisticky významný.  
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Graf 3 Znázornění pH vzorků. 

5.2 Výsledky spektrofotometrického a fluorometrického stanovení 

aktivity enzymů ve vzorcích 

Potenciální aktivity jednotlivých enzymů hub ve zkoumaných skupinách bukových 

kmenů (CWD-B), bukových větví (FWD-B), jedlových kmenů (CWD-T) a jedlových 

větví (FWD-T) zachycují grafy číslo 4 až 15. Statistickou významnost znázorňují 

písmena nad jednotlivými sloupci. Pro určení statistické významnosti byl požit 

Fisherovův LSD post–hoc test a ANOVA. 

Většina stanovených hodnot jednotlivých enzymů byla statisticky výrazně ovlivněna 

průměrem dřeva a druhem stromu, ze kterého byl vzorek odebrán. 

Nejvyšší aktivity byly detekovány u lipázy, fosfatázy, endoxylázy a β-glukosidázy 

a to zejména u bukových větví. Průměrné naměřené hodnoty aktivity enzymů 

u jednotlivých zkoumaných skupin jsou znázorněny v Příloze 2, 3 a 4. 
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Graf 4 Potenciální aktivita β-glukosidázy ve vzorcích. 

 

  
Graf 5 Potenciální aktivita  fosfatázy ve vzorcích. 

 
Graf 6 Potenciální aktivita β-xylosidázy ve vzorcích. 
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Graf 7 Potenciální aktivita N-acetylglukosaminindazy ve vzorcích. 

 

 
Graf 8 Potenciální aktivita exocelulázy ve vzorcích 

 

 
Graf 9 Potenciální  aktivita β-galaktosidázy ve vzorcích 
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Graf 10 Potenciální aktivita 𝛼-glukosidázy ve vzorcích 

 

 
Graf 11 Potenciální aktivita lipázy ve vzorcích 

 

 
Graf 12 Potenciální aktivita lakázy ve vzorcích 
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Graf 13 Potenciální aktivita manganové peroxidázy ve vzorcích 

 

 
Graf 14 Potenciální aktivita endocelulázy ve vzorcích 

 

 
Graf 15 Potenciální aktivita edoxylanázy ve vzorcích 
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Následující kumulativní grafy číslo 16 A a 16 B znázorňují celkové potenciální 

aktivity všech enzymů podle velikostí průměrů materiálu, ze kterého byly vzorky 

odebrány. 

U vzorků pořízených z bukových kmenů (CWD-B) byly stanoveny nižší aktivity 

enzymů, než u vzorků jedlových kmenů (CWD-T). Na opak u materiálu s menším 

průměrem byla zachycena vyšší aktivita enzymů hub ve bukových větvích (FWD-B) než 

u jedlových větví (FWD-T). Celkově byly detekovány nejvyšší aktivity u vzorků větví 

buků.  

 

         
Graf 16 Aktivity enzymů ve vzorcích kmenů (A)  a větví (B). 
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5.3 Výsledky analýzy ergosterolu 

Následující graf znázorňuje obsah specifického markeru ergosterolu 

u jednotlivých skupin vzorků. Písmena nad sloupci znázorňují statistickou odlišnost 

ověřenou Fisherovým LSD post-hoc testem.  

Největší obsah ergosterolu byl detekován u bukových větví (FWD–B). Naopak 

nejnižší hodnoty vykazují jedlových kmenů (FWD-T). Z výsledků analýzy vyplývá, že 

vyšší množství houbové biomasy se nacházelo ve vzorcích odebraných z větví. Průměrné 

naměřené hodnoty ergosterolu u jednotlivých zkoumaných skupin jsou znázorněny 

v Příloze 4. 

 
 

 
Graf 17 Obsah  ergosterolu ve vzorcích 
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5.4 Popis společenstva hub 

Na úrovni houbových kmenů nebyla zjištěna významná preference Ascomycet 

či Basidiomycet pro druh stromů či pro větve nebo kmeny.  

 

 

 
Graf 18 Relativní zastoupení houbových oddělení
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6 Diskuze 
V rámci bakalářské práce bylo analyzováno 127 vzorků tlejícího dřeva větví a kmenů 

z jedlí stříbrných a buku evropského. Zkoumanou lokalitou byl Národní park Bavorský 

les. Výsledky výzkumné části bakalářské práce jsou součástí rozsáhlého projektu 

zaměřeného na výzkum mrtvého dřeva a jeho biodiverzitu. Vzorky, které jsem 

analyzovala, byly odebrány v roce 2013 a byly již v pořadí druhou zkoumanou skupinou 

vzorků tohoto projektu.  

Hlavním cílem bylo zjištění společenstva hub ve vzorcích a faktorů, které jej 

ovlivňují.  

Pro svou bakalářskou práci jsem si stanovila tři hypotézy:  

H1: Předpokládám rozdílné zastoupení společenstva hub ve vzorcích jedlí a buků. 

H2: Domnívám se, že vyšší potenciální aktivity enzymů hub budou ve vzorcích 

z větví nežli z kmenů. 

H3: Předpokládám vyšší potenciální aktivitu enzymů hub ve vzorcích z jedlových 

kmenů, než ve vzorcích z bukových kmenů. 

Komplex vzorků odebraný pracovníky Národního parku Bavorský les byl zamrazen 

a odeslán k analýze do Laboratoří environmentální mikrobiologie Mikrobiologického 

ústavu v.v.i.  

Prvním úkolem byla homogenizace jednotlivých vzorků, aby mohly být použity pro 

další analýzy. Protože dodaný materiál měl pro další použití příliš velké částice, byly 

jednotlivé vzorky semlety centrifugálním mlýnem na menší částečky. Mezi každým 

vzorkem byl mlýn čištěn a dezinfikován aby nedošlo ke kontaminaci jednotlivých vzorků. 

Vzorky odebrané z kmenů byly rozděleny vždy do čtyřech sáčků označených 1, 2, 3, 4 

podle místa na kmeni, kde byly odebrány. Pro účel analýzy byly vzorky 1 a 2 a vzorky 

3 a 4 smíchány v poměru 1:1 a řádně promíchány.  

Následovalo stanovení chemického složení vzorků. Měření pH detekovalo 

signifikantní rozdíl, mezi vzorky odebranými z větví a vzorky pocházející z kmenů. 

U materiálu z větví bylo prokazatelně nižší pH než u materiálu z kmenů. Kyselejší pH 
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u větví koreluje s vyšší potencionální aktivitou enzymů hub v těchto vzorcích. 

Z technických důvodů byl obsah uhlíku a dusíku měřen ve spolupracující laboratoři. 

U jednotlivých skupin vzorků byla zaznamenána vyšší koncentrace uhlíku a to 

u kmenů buků a větví jedlí. Statisticky významný rozdíl mezi druhy stromů nebo 

průměrem materiálu nebyl potvrzen. Nejvyšší koncentrace dusíku byla detekována 

u vzorků z bukových větví. Vyšší koncentrace dusíku byla stanovena i u větví jedlí. 

Rozdíl v zastoupení dusíku u kmenů a větví je statisticky významný.  

Dalším krokem bylo spektrofotometrické a fluorometrické stanovení aktivity 

enzymů ve vzorcích. Potenciální aktivita byla zkoumána u 12 enzymů: β-glukosidázy, 

fosfatázy, β-xylosidázy, N-acetylglukosaminindázy, exocelulázy, β-galaktosidázy, α-

glukosidázy, lipázy, lakázy, manganové peroxidázy, endocelulázy a endoxylanázy. 

Nejvyšší potenciální aktivita byla zaznamenána u lipázy, fosfatázy, endoxylázy a β-

glukosidázy a to zejména u bukových větví. Celkově byly zachyceny signifikantně vyšší 

potenciální aktivity enzymů hub u materiálu z větví, nežli u vzorků odebraných z kmenů, 

čímž byla potvrzena druhá vyslovená hypotéza.  U vzorků odebraných z kmenů buků byla 

zachycena nižší potenciální aktivita nežli u vzorků z kmenů jedlí. Tento fakt potvrzuje 

třetí hypotézu.  

Kvantifikace houbové biomasy pomocí ergosterolu potvrdila statisticky významné 

rozdíly v obsahu biomasy hub mezi vzorky z větví a vzorky z kmenů. Největší obsah 

ergosterolu byl detekován u větví buků. Naopak nejnižší hodnoty vykazují kmeny jedlí. 

Poslední použitou metodou byla izolace, purifikace a sekvenace DNA metodami 

next-generation-sekvenování. Na úrovni houbových kmenů nebyla zjištěna preference 

Ascomycet či Basidomycet pro druh stromů či rozdílně velký materiál. Tím nebyla 

potvrzena první hypotéza, která předpokládala rozdílné zastoupení společenstva hub mezi 

vzorky z jedlí a buků.  

Celkové shrnutí ukazuje, že hodnoty potenciálních aktivit enzymů společně 

s houbovou biomasou a nižším pH dokládají více produkovaných houbových enzymů ve 

větvích v porovnání s kmeny. Houby zde silně ovlivňují substrát díky svému aktivnímu 

metabolizmu, například vylučováním kyseliny oxalové.  
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Jejich vyšší biomasa souvisí s rychlejší kolonizací větví houbami. Větve ve výsledku 

podléhají rychlejšímu rozkladu.  
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7 Závěr 
Předkládaná bakalářská práce se zabývá enzymovými aktivitami a molekulární 

charakterizací hub v tlejícím dřevu. Pro studium bylo využito řady komplementární 

metod, jakými jsou stanovení chemického složení vzorku, spektrofotometrické 

a fluorometrické stanovení aktivity enzymů, kvantifikace biomasy hub pomocí extrakce 

a HPLC analýzy specifického markeru ergosterolu, izolace nebo purifikace a sekvenace 

DNA.  

Cílem práce bylo popsat faktory, které ovlivňují složení a funkci společenstva hub 

v mrtvém dřevu. Vzorky byly rozděleny do jednotlivých čtyř souborů, podle druhu 

dřeviny (jedle a buk)  a podle průměru materiálu (kmeny a větve). 

Na začátku výzkumu jsem si stanovila tři základní hypotézy.  

První hypotéza, která předpokládala rozdílné zastoupení společenstva hub ve 

vzorcích jedlí a buků nebyla potvrzena. Provedenou analýzou nebyly zjištěny 

signifikantní rozdíly v preferencích Ascomycet či Basidiomycet pro jedli či buk, ani pro 

to, jestli materiál pochází z kmenů či větví. 

Druhá hypotéza, která předpokládala vyšší potenciální aktivity enzymů hub ve 

vzorcích z větví, nežli z kmenů byla potvrzena několika metodami. Ve vzorcích větví 

byla detekována vyšší potenciální aktivita enzymů, větší zastoupení houbové biomasy 

a kyselejší pH, což dokazuje zvýšenou potenciální aktivitu hub v tomto materiálu. Za 

vysvětlení vyšší potenciální aktivity enzymů ve vzorcích větví pokládám větší rozdíl 

průměru povrchu vůči objemu. Kolonizace větví je na rozdíl od kmenů pro houby 

rychlejší a snadnější.  

Za potvrzenou lze považovat i třetí hypotézu, která předpokládala vyšší potenciální 

aktivitu enzymů hub ve vzorcích jedlových kmenů. Celkově byly u vzorků bukových 

kmenů stanoveny nižší potenciální aktivity enzymů než u vzorků pocházející z jedlových 

kmenů. Rozdíl však nebyl tak výrazný jako ve srovnání vzorků větví a kmenů pro druhou 

hypotézu.  

Závěrem může být konstatováno, že cíle bakalářské práce byly splněny, a že mnou 

provedené analýzy vzorků byly přínosné jako součást projektu Mrtvé dřevo a biodiverzita 

Národního parku Bavorský les. 
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9 Přílohy 
 

Kmeny/větve	 Buk/jedle	
Suchá	

hmotnost	 C	 N	 pH	
	 	 %	 %	 %	 	

CWD	 B	 66,5975	 42,3958	 0,1073	 5,8335	
FWD	 B	 69,9854	 39,8658	 0,2248	 4,8665	

CWD	 T	 55,3183	 38,1897	 0,0930	 5,1677	
FWD	 T	 74,7347	 42,7703	 0,1635	 4,8539	

Příloha 1 znázorňuje průměrné hodnoty suché hmotnosti, uhlíku, dusíku a pH 

 

Kmeny/větve	 Buk/jedle	
β-

glucosidáza	 fosfatáza	 β-xylosidáza	
N-

acetylglukosidáza	

	 	 µM	min-1	g-1	suchá	hmotnost	
CWD	 B	 1,4190	 7,2474	 0,1214	 0,2481	
FWD	 B	 23,1254	 55,8801	 2,0552	 4,5656	
CWD	 T	 2,1184	 10,5427	 0,4640	 0,2963	
FWD	 T	 12,3519	 17,4644	 1,2123	 1,3151	

Příloha 2 znázorňuje průměrné naměřené  aktivity β-glukosidázy, fosfatázy, β-xylosidázy, N-acetylglukosidázy 

 

Kmeny/větve	 Buk/jedle	 exoceluláza	
β-

galaktosidáza	
𝛼-

glukosidáza	 lipáza	
	 	 µM	min-1	g-1	suchá	hmotnost	

CWD	 B	 0,1076	 0,3277	 0,0544	 9,9756	
FWD	 B	 2,8857	 5,3299	 1,2795	 62,8790	
CWD	 T	 0,1632	 0,7895	 0,1876	 36,0975	
FWD	 T	 1,6229	 2,9302	 0,6439	 59,5901	

Příloha 3 znázorňuje naměřené průměrné aktivity  exocelulázy,	β- galaktosidázy, 𝛼-glukosidázy a lipázy 

 

Kmeny/větve	 Buk/jedle	 Ergosterol	 lakáza	
Mn-

peroxidáza	 endocelulaza	 endoxylanáza	
	 	 mg.g-1	 µM	min-1	g-1	suchá	hmotnost	

CWD	 B	 34,5899	 2,3643	 1,6867	 3,5901	 2,0497	
FWD	 B	 44,9707	 1,0075	 3,5104	 12,1627	 25,0182	
CWD	 T	 14,9737	 3,0313	 1,9521	 2,9715	 2,5869	
FWD	 T	 33,3752	 1,4325	 2,1699	 9,4711	 17,4839	

Příloha 4 popisuje průměrné naměřené aktivity lakázy, manganové peroxidázy, endocelulázy a ednoxylanázy 
a naměřené množství ergosterolu 


