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Abstrakt

Tlejici dfevo je nezbytnou soucasti lesniho ekosystému. Hraje dilezitou roli
z hlediska kolob¢hu uhliku a zivin, obnovy lesa a uchovani jeho biodiverzity. Dievni
hmota ptedstavuje dobte odolny a obtizné rozlozitelny materidl. Nékteré houby maji diky
produkci extracelularnich enzymi vyborné moznosti lignocelulézu degradovat. Prave
témto enzymim a charakterizaci jejich houbovych producentt v tlejicim dievu se zabyva
predkladana bakalafska prace.

Cilem je popsat faktory, které ovliviiuji slozeni a funkci spolecenstva hub
v mrtvém dievu. U vzorkli odebranych z vétvi a kment dvou rozdilnych druhii stromd,
jedli a bukt, bylo s vyuzitim chemického markeru ergosterolu popsano mnozstvi biomasy
hub a zastoupeni jednotlivych druhii hub bylo popsano na zaklad¢ jejich molekularni
charakteristiky. Dale byly analyzovany aktivity enzymd, které dfevo rozkladaji.

Hlavni zkoumanou proménnou byl piivod vzorku, tj. Ze vzorky byly odebrany
z jinych druhii dfevin (jedle stfibrna a buk evropsky) a Ze pochézeli bud’ z vétvi, nebo
z kment. Diky tomu bylo mozné vzorky setadit do ¢tyt skupin a porovnavat rozdily mezi
nimi. Zkoumanym objektem se tedy staly vzorky z jedlovych vétvi (FWD-T), vzorky
z bukovych jedli (FWD-B) vzorky z jedlovych kmen (CWD-T) a vzorky z bukovych
kmeni (CWD-B).

Analyzy potvrdily vys$si potencidlni aktivitu enzymi u vzorkl odebranych z vétvi
a to zejména u endocelulazy, exocelulazy, endoxylanazy, N-acetylglukosaminidazy a f—
glukosidazy. Vzorky vétvi mély také signifikantné vys$si pH. Analyza specifického
markeru ergosterolu potvrdila vice houbové biomasy u vzorkd vétvi nezli u vzorkl
kmenii. Dale na trovni houbovych kment nebyla prokazana preference Ascomycet ¢i
Basidiomycet pro druh stromu ¢i pro kmeny, nebo vétve.

Vyssi hodnoty aktivity enzymt spole¢né s houbovou biomasou a niz§im pH
dokladaji vice produkovanych houbovych enzymil ve vétvich v porovnani s kmeny.
Houby zde silné ovliviiuji substrat diky svému aktivnimu metabolizmu. Vys$§i hodnoty
biomasy souvisi s rychlejSi kolonizaci vétvi houbami, kterd je zapriCinéna vétSim
rozdilem priméru povrchu vici objemu. Kolonizace vétvi je na rozdil od kmenil pro

houby rychlejsi a snadnéjsi. Vétve ve vysledku podléhaji rychlejSimu 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 f-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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1 Uvod

Studium dfevorozkladnych hub a jejich enzymil je dualezit¢ nejen z hlediska
biodiverzity lesa, ale také z pohledu dynamiky degradace dfeva. Dfevokazné houby jsou
nejvyznamnéj§im rozkladaci lignoceluldzy. Metabolické procesy ve vSech zivych
organismech jsou fizeny enzymy. Pravé ligninolytické a celulolytické enzymy jsou
zakladnim pilifem pro degradaci dfevni hmoty.

Cilem této bakaldiské prace je popsat faktory, které ovliviiuji slozeni a funkci
spolecenstva hub v mrtvém dievu a ovéfeni hypotéz o rozdilném zastoupeni enzymu hub
mezi vzorky z bukl a jedli v zavislosti na velikosti materidlu z které¢ho byl vzorek
odebran.

V ramci této bakalarské prace jsem mohla provést analyzu vzorkli z projektu
zaméteného na vyzkum mrtvého dieva a jeho biodiverzity, na kterém spolupracuje
Narodni park Bavorsky les a Laboratofich environmentalni mikrobiologie Akademie véd
CR.

Zkoumanym materidlem byly vzorky z vétvi a kmenl jedle stfibrné a buku
evropského. Vétve a kmeny obou dievin byly na pfedem urcenych stanoviStich
rozmistény pracovniky spravy Narodniho parku Bavorsky les. V fijnu roku 2012 byl
uskuteénén prvni odbér vzorkl téchto vétvi a kment, ktery byl zpracovan v Laboratofi
environmentalni mikrobiologie v sektoru ekologie Mikrobiologického ustavu, v.v.i.
Akademe véd Ceské republiky. Vétve a kmeny byl ponechan na svych stanovistich pro
dalsi zkoumani.

V roce 2013 byl proveden druhy odbér vzorku ze stejného materialu. Vzorky z tohoto
druhého odbéru se staly zkoumanym subjektem v rdmci vyzkumné ¢ast této bakalaiské

prace.

10



2 Teoreticka ¢ast

Cilem teoretické casti bakalarské prace je vytvofit literarni piehled a vhled do
problematiky. V nasledujicich kapitolach se budu podrobnéji zabyvat strukturou
a slozenim dfeva, vyznamem a funkci mrtvého dfeva v lesnim ekosystému, faktory
ovlivityjicimi degradaci dfeva, degradaci lignocelulozy. Déle organismy schopnymi
degradace dfevni biomasy, dievnimi houbami a jejich rozdélenim, enzymy hub a jejich
funkci v degradaci dieva, tlejicim dfevem jako ekosystémem a faktory, které mohou

ovlivnit tleni dfeva.

2.1 Struktura a sloZeni dieva

Za dievo povazujeme odkornénou ¢ast kmene, vétvi a kotend, tedy vlastni kostru
rostliny. Dievni biomasa je vysledkem cyklickych ristovych procest dievin, kdy ¢ast
asimilatd je uklddana v druhotné tloustnoucim stonku ve formé letokruht (Jankovsky,

1999).

2.1.1 Struktura dieva

Dievni hmota je tvofena predevSim sténami rostlinnych bunék, které jsou slozeny
v zasad¢ ze tii vrstev. Jednd se o stfedni lamelu, primarni buné¢nou sténu a sekundarni
vnitini bunécnou sténu.

Stfedni lamela se nachédzi na povrchu primarni bunééné stény. Jednd se o tenkou
vrstvu tvofenou pektinem, kterd spojuje jednotlivé okolni burnky.

Primarni bunécna sténa se stava z vladken celuloz, hemiceluldz, pektinu a proteint. Je
tvofena hlavné mikrofibrilami celuldzy, ty jsou ukotveny do hemicelulézy a pektinu,
spole¢né pak tvoii amorfni hmotu (Stern, 1997).

Sekundérni bunécna sténa se nachdzi pod primarni sténou. Jednd se o §irsi vrstvu
slouzenou z nékolika podvrstev S1, S2 a S3. Obsahuje celulézu, hemicelulozu, lignin
a pektin. V primérni bunécné sténé je vSak pektinu vice nez v sekundérni sténé. Orientace
mikrofibril se v riznych podvrstvach lisi, coz zajiStuje pevnost oproti primarni sténé,

ktera je spiSe flexibilni. Lignin zvySuje tvrdost sekundarni stény (Evans a Hedger, 2001).
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2.1.2 SloZeni dieva

Chemicky ptedstavuji bunécné stény dieva smés celuldzy, hemicelulozy, ligninu
pektinu a proteind. Slozeni dfeva se lisi podle jednotlivych druhti dfevin.

Celuloza je polymer B-glukdzy a je povazovana za zakladni stavebni jednotku
bunécné stény rostlin. Jedna se o nejzastoupencjsi biopolymer na zemském povrchu a je
ve vod¢ nerozpustnd. Jeji dlouhé, nerozvétvené fetézce jsou tvofeny jednotlivymi
glukézovymi jednotkami, které jsou spojené 1,4-f glykosidickou vazbou. Molekuly
glukézy navzajem propojuji vodikové mistky. Tyto dlouhé nevétvené polymery celuldzy
tvoii v bunéénych sténach rostlin vyssi struktury vldken nazyvané mikrofibrily. Tato
vlakna jsou velmi pevna v tahu a jsou dobie odolna vii¢i chemické a biologické degradaci.
Funkce celuldzy je tedy mechanicka a stavebni (Pazourek a Votrubova, 1997).

Hemiceluldza je chemicky rozmanitéjsi nez celuldza. Jednd se o linedrni a vétvené
fetézce polysacharidii obsahujici D-glukozu, D-mannézu, D-galaktézu nebo D-xyloézu
a L-arabin6zu. Zastoupeni jednotlivych sacharidi se li§i v zavislosti na druhu rostliny.
Hemiceluldzy obsazené ve dievé vétSinou obsahuji dvé az Sest riiznych sacharidovych
jednotek nejcastéji spojenych 1,4-f glykosidickou vazbou (Berg, 2003). Hemiceluldza se
podili se na stavbé bunécné stény jako pojivo mezi celuldézou a ligninem. Dale muze
slouzit jako rezervni latka metabolismu rostliny.

Lignin je latka polymerni povahy, obsahujici fenolicka jadra. Obklopuje mikrofibrily
celulozy a je kovalentné navdzan na hemiceluldézu. Je druhou nejcastéjsi organickou
slouceninou na Zemi. Zastoupeni ligninu je vyssi u jehli¢natych nez u listnatych stromt.
Slouzi jako impregnujici slozka bunééné stény a je vzdy vazan na celulézu (Jankovsky,
1999).

Pektiny jsou line4rni polymery a-1,4-D-galakturonové kyseliny obsahujici Giseky
bohaté na L-ramno6zu. Obsahuji postranni fetézce zejména arabindzy, galaktozy a xylozy.
Pektinové slouceniny ptedstavuji hlavni slozku sttedni lamely a primarni stény (Alkorta
et al., 1998).

Bilkoviny buné¢né stény jsou typické glykoproteiny. Jedna se o tzv. extensiny, které

jsou bohaté na aminokyseliny, jako jsou hydroxyprolin, glycin a prolin. Extensiny jsou
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nedilnou soucasti bunécné stény s dilezitou strukturni roli. Jejich funkci je ochrana

rostliny pfed patogeny.

2.2 Vyznam a funkce mrtvého dreva v lesnim ekosystému

Mrtvé dievo ma pfiznivy vliv na uchovani stability a kontinuity lesniho ekosystému
a pro jeho obnovu. Doba dekompozice dieva mlize trvat az 180 let (Jankovsky, 2005).

Z tohoto pohledu tlejici dievni biomasa podporuje mnozstvi organismil, napiiklad
hub, bakterii, liSejnikd nebo drobnych obratloveli a zprosttedkovava tim biodiversitu
celého ekosystému. Dievni hmota padlych stromi ovliviiuje pidni vlhkost a v suchych
periodach miize mrtvé dievo slouzit jako utocisté pro plidni organismy, z nichz nékteré
jsou na ném zcela zavislé. Praveé zavislost nékterych organismil na tlejicim dievu a jejich

Dekompozice dieva je soucdsti biochemickych cykli zejména uhliku, dusiku
a fosforu. Mrtvé dfevo predstavuje velkou a dynamickou zasobarnu uhliku, kterd Iépe
odolavéa rozpadu nez jiny rostlinny odpad (Freschet et al., 2012).

Dale mrtvé dfevo tvoii substrat a vyznamny zdroj Zivin pro lesni dfeviny. Pfispiva
ke stabilizaci pidniho povrchu a slouzi jako prevence plidni eroze, ¢imz se podili na
celkové geomorfologii ekosystému (Svoboda, 2007).

Tlejici dievo je dulezitym ukazatelem piirozenych lest. I ptes jeho velky ekologicky
vyznam, je mnozstvi tohoto dfeva v hospodatskych lesich velmi nizké (Ovaskainen et al.,

2013).

2.3 Degradace lignocelulozy

Drievo je jednim z nejdokonalejSich ptirodnich polymert, jedna se o velmi pevny
a odolny material s rozvinutou obranou proti degradaci mikroorganismy (Stokland et. al.,
2012).

Tleni dfeva lze obecné rozdélit do nékolika tfid, podle mnozstvi ztraceného objemu

suché vahy stromu.
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Jako nultou tfidu oznaCujeme oslabeny strom. Strom je zijici, olistény, 1 kdyz
napiiklad zranény, nebo oslabeny suchem ¢i stafim. Pfiblizné mnoZstvi biomasy je
zachovalé.

Za prvni tiidu tleni 1ze oznacit strom, ktery je nedavno uhynuly. Dfevo je stale pevné,
strom je pokryt kiirou. Pfiblizné mnozstvi zbyvajici biomasy je 100-95 %.

Slabé zetlely strom je typickym pro druhou tfidu tleni. Kara je uvolnénd, na
nékterych mistech zac¢ind odpadavat. Pod klirou 1ze pozorovat poc¢ate¢ni mycelium. Doslo
ke ztraté vétvicek mensi nez 4 cm. Ptiblizné mnozstvi zbyvajici biomasy je 95-75 %.

Za tfeti tfidu tleni povazujeme stfedné zetlely strom. Dievo je m&kkeé, kiira a vétve
jsou ¢astecné ztraceny. Pivodni kmen ziistdva nedotknuty. Pfiblizné mnoZzstvi zbyvajici
dfevni biomasy je 75-50 %.

Ctvrtou t¥idou jsou velmi zetlelé stromy. Kiira je ztracena na vétsing plochy. Kmen
se fermentuje a dfevo nema pevnou strukturu. Pfiblizné mnozstvi zbyvajici biomasy je
50-25 %.

Posledni, patou tfidou oznacujeme témet rozlozené stromy. Jejich dievo je velmi
siln€ zetlelé. Je velmi drolivé a kiehké. Plivodni kmen jiz neni rozpoznatelny. Ptiblizné

mnozstvi dfevni biomasy je 25-0 % (Stokland et. al., 2005).

2.4 Faktory ovliviiujici degradaci dreva

Samotny proces tleni dieva, je ovlivnén mnoha faktory, jako jsou typ dfeviny, délka
a pramér kmene, tfida rozkladu a forma tleni, klimatické podminky a mnozstvi biologické
aktivity v misté, kde se dievo nachazi, nebo pficiny odumfieni dieva (Svoboda, 2007).

Tleni mrtvého dieva ovliviiuje fada procest, jakymi jsou respirace, biologicka
transformace, vyplavovani, zvétravani a fragmentaci.

Podobné jako u respirace i u biologické transformace dochézi k pteméné organickych
latek vazanych ve dievé, které pro svilj metabolismus upotiebuji nejen mikroorganismy
a bezobratli Zivo¢ichové.

Za procesem vyplavovani stoji voda, kterd ve form¢ vodnich srdzek dopada na dievo,
prostupuje jim a vyplavuje ve vodé¢ rozpustné latky. V disledku pisobeni atmosféry na

povrch mrtvého dfeva dochazi k jeho zvétravani.
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K fyzikdlni fragmentace mize dochazet pii padu dfeva na povrch nebo napiiklad za
pomoci stfidani teplot, kdy dfevni masa zmrzne a rozmrza, ¢imz dochézi ke vzniku trhlin.
O biologické fermentaci mluvime v souvislosti s ¢innosti mikroorganismii, hub

hmyzu nebo jinych organismi (Svoboda, 2007).

2.5 Organismy schopné degradace difevni hmoty

Zatim co celul6za muze byt rozkladana a zpracovavana fadou organismu, lignin je
toxicky prakticky pro vétSinu organismu tézko rozlozitelny. Dievorozkladné houby, jako
jediné organismy, produkuji komplex enzymi peroxiddz, polyfenoloxidaz a lakéaz, diky
kterému jsou schopné degradovat v§echny slozky dieva, véetné ligninu (Jankovky, 2005).

Vyhodou degradace ligninu je ptistup k 1épe energeticky vyuzitelnym substratim,
jako je celuléza a hemicelul6za. Samotny lignin tedy nepfestavuje pro rozkladace
energeticky vyuzitelny zdroj. Kromé dievorozkladnych hub se degradace dieva ucastni

také bakterie a bezobratli zivocichové (Stokland et. al., 2012).

2.5.1 Actinomycety a bakterie

Degradace lignocelulézy prokaryoty je pomaly proces ovlivnény nepiitomnosti
silnych ligninolytickych enzymt jakym je napf. ligninova peroxidasa. Dulezita role
Aktinomycet a ostatnich bakterii je zejména v humifikac¢nich procesech spojenych
s pudou. Dal§im pifinosem mnohych bakterii je schopnost odbouravat oligomerni
a monomerni aromatické slou€eniny, které se uvoliuji v prabéhu rozkladu ligninu

houbami (Malherbe a Cloete, 2002).

2.5.2 Drevokazné houby

Za nejvyznamngj$i rozkladace lignocelulézy jsou povazované houby, zvlasté pak
houby bilé hniloby. Lignin degradujici enzymy, kterymi tyto houby disponuji, jim
pomahaji k prekonani ligninové bariéry. Tim mohou pfekonat limitujici krok v uhlikovém
cyklu. (Malherbe a Cloete, 2002).

Dievokazné houby mizeme délit podle dieva, které napadaji. Saprotrofni houby

kolonizuji odumielou dfevni hmotu. Houby parazitické napadaji dievo zivych stromul
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a houby saproparazitické atakuji dievo zivy stromd, jejich ¢innost mize vést az k amrti

takto napadeného stromu.

2.5.3 DalSi organismy

Mezi organismy, které¢ jsou schopné degradovat lignocelulozu také patii nékteti
tim plochu, ktera mtize byt osidlend houbami. Déle pfispivaji k mechanickému rozkladu
dfeva a tim ke snazsi enzymatické degradaci. U nekterych druhti termitti byly objeveny

symbiotické bakterie napomahajici traveni dieva (Breznak, 2000; Dillon a Dillon, 2004).

2.6 Drevorozkladné houby

Drievni houby jsou specifickou fyziologicko - ekologickou skupinou heterotrofnich
organismu. Jak jiz bylo zminéno jejich zakladni vlastnosti je rozklad lignoceluldzni
dfevni hmoty. VIaknité houby, které dokazi degradovat komplexni strukturu dievin
a mohou ji vyuzit jako zdroj energie vétSinou fadime do oddé€leni stopkovytrusnych
(Basidiomycota) ttidy Agaricomycetes a vieckovytrusnych (Ascomycota). Basidiomycota
a Ascomycota dohromady tvoti podtisi Dikarya — vyssi houby (Arantes et al., 2012; Ohm
et al, 2014). Dtevorozkladné houby wuskutecniuji sukcesni pochody vedouci
k huminifikaci az mineralizaci dfeva, které je pro né€ pfirozenym prostiedim. Dokazi v§ak
kolonizovat i1 jiné organické substraty. DalSi vlastnosti dievorozkladnych hub je
dekompozice dievni biomasy, kterd se nachdzi pod povrchem, objem dieva uloZeny
v zemi je dle odhadt 1/3 az %2 celkové dievni hmoty stromu (Jankovsky, 1999).

Studium dfevokaznych hub je dilezité nejen z hlediska biodiversity lesa, ale také
z pohledu dynamiky dfeva. Dtfevorozkladné houby jsou hlavnim faktorem v rozkladu

tlejiciho dieva a jejich druhova skladba znaéné ovliviiuje tento proces (Cerny, 1989).

2.7 Rozdéleni dfevnich hub podle typu hniloby

Dle morfologie rozkladu dfeva mizeme rozliSit tzv. houby bil¢, hnédé a mckké
hniloby (Errikson et al., 1990). Toto déleni vychdzi z rozdilného vyuziti slozek dieva jak

na makroskopické tak i mikroskopické tirovni (Liers ef al., 2011).
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2.7.1 Houby bilé hniloby

Houby bilého tleni maji ojedinélou vlastnost degradace ligninu. Sviij nazev ziskaly
podle vzhledu jimi napadeného dieva, kdy rozklad ligninu vede u napadené¢ho dieva
k jeho vybéleni (Sula, Svobodova, 2006). Tito velmi efektivnimi rozkladadi, kteii dokazi
krom¢ ligninu degradovat i celul6zu a hemiceluldzu. U hub bilé hniloby miizeme rozd¢lit
dva druhy napadeni. Pfi prvnim typu, tzv. selektivni degradaci, je nejdiive atakovan lignin
a hemiceluléza a celuléza je napadena pozdéji. Zatim co u druhého typu napadeni,
tzv. soucasné delignifikaci dochédzi k degradaci vSech tii biopolymeri zaroven (Otjen
a Blanchette, 1986).

Houby bilé hniloby se systematicky fadi prevazné mezi Basidiomycotina. Typickym

prikladem houby bilé hniloby je Phanerochaete chrysosporium.

2.7.2 Houby hnédé hniloby

Houby hnédého tleni reprezentuji houby schopné rozkladat celulézu a hemicelulozu
aniz by odstranily sousedni lignin. Diky neuplnému rozkladu ligninu neni zcela zfejmé,
jak k celuloze ziskavaji ptistup (Martinez et al., 2005). Napadené dievo rychle ztraci
hmotnost i objem diky ubytku celuldzy. Dtfevo kichne, lame se a ¢asto kostkovité praska
(Jankovsky, 2005).

Houby hnédé hniloby se tadi mezi Basidiomycotina a zastupcem je napiiklad

Fomitopsis pinicola.

2.7.3 Houby mékké hniloby
Rychlost dekompozice houbami mekkého tleni je v porovnani s houbami bilé
hub mékké hniloby do dieva. (Schwarze et al., 2000). Spolecné s bakteriemi ale dokazi
dobte rozkladat dfevo ve vlhkém a vodnim prostfedi, které je pro houby bilé¢ a hnédé
hniloby nepfiznivé. Disledek napadeni témito houbami je kasovitd konzistence dieva.
Toxonomicky fadime houby mékké hniloby do pododdéleni Ascomycotina

a Deuteromycotina.
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2.8 Enzymy hub degradujici dfevni hmotu

Za biodegradaci dfeva povazujeme proces piemény jednotlivych slozek dieva na
jednodussi a mensi molekuly. Tyto molekuly jsou pak schopny projit bunécnou sténou
hyf a byt dale vyuzity metabolismem hub. Metabolické procesy ve vSech zivych
organismech jsou fizeny enzymy. Siroka $kala celulolytickych a ligninolytickych hub
vyuziva mnoha extracelularnich enzymu (Baldrian, 2008). Témito enzymy jsou zejména
hydroldzy Stépici vSechny polysacharidové slozky ve dievé na monosacharidy.
Polysacharidové slozky se ale v kombinaci s ligninem stavaji odolnymi proti

hydrolytickému $tépeni. (Leonowicz ef al., 1999).

2.8.1 Degradace celulozy

Celulozni slozky dieva degraduji celulézy. Ty mizeme u hub délit do tii typi
enzymd, které se navzijem funkéné liSi. Tyto enzymy jsou produkovany jako
multikomponentni enzymaticky systém a jejich piisobeni se navzajem doplituje. Mohou
se vyskytovat jednotlivé nebo jako agregaty.

Prvnim typem celuldz jsou endoglukanazy §tépici nahodnym zptsobem glykosidické
vazby v celul6zovém vlaknu. Timto zplisobem vznikaji oligosacharidové fetézce o rtizné
délce. Ty ale mohou byt stale ptipojené k mikrofibrilarni struktute. Pfikladem tohoto typu
enzymu je B-1,4-endoglukandza. Endoglukandzy jsou produkovany Basidiomycetami
a jejich pH optimum je ve vétSin€ ptipadl v rozmezi 4,0 — 5,0 (Edwards et al., 2008).

Dalsim typem enzymt jsou celobiohydrolazy odstépujici celobidzu nebo glukozu
z redukujiciho, nebo neredukujiciho konce celulozdvého fetézce (Edwards et al., 2008).
Na rozdil od hub bilého tleni, ze kterych byly celobiohydroldzy opakované izolovany,
u hub hnédé hniloby prokazatelné€ chybi (Baldrian a Votiskova, 2008).

Poslednim typem celulaz je 1,4-B-glukosidaza. Jejim tikolem je hydrolyza celobidzy

a jinych oligosacharidii rozpustnych ve vod¢ na glukézu.

2.8.2 Degradace hemicelulozy
Degradace hemicelul6zy vyzaduje cely soubor rtiznych enzymil, ktery odrazi slozeni

a slozitost této struktury. Enzymovy soubor se mitize liSit podle toho, zda se jedna
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o degradaci xylanu, ktery obsahuje hemicelul6zovy typ nachazejici se v krytosemennych
drevinach, nebo glukomanan, ktery se naopak vyskytuje v nahosemennych dfevinach.
Samotny proces degradace hemicelul6zy se sklada z péti krokt. Prvni ¢ast degradace
xylanu je zajiSténa enzymem f3-1,4-endoxylanazou, kterd atakuje vazby uprostied
molekuly a vytvaii tim kratsi oligomery. Pomoci dal$ich tiech enzymii dochézi ke Stépeni
specifickych chemickych vazeb, které spojuji postranni fetézce a hlavni molekulu. Na
zaveér enzym f3-1,4-xylozidaza hydrolyzuje xylooligosacharidy a vytvaii xylozu. Xyloza
je stavebni jednotkou xylanu. Jedna se o monosacharid, ktery odpovida molekule glukézy
v celuldze. Rozklad glukomananu je podobny degradaci xylanu. Inicialni enzym rozstépi
molekulu na mensi fragmenty, dalSi rozStépi specifické vazby s postrannimi fetézci.
Zaveérem dochdzi k odstépeni glukdézové a manézové molekuly dvéma riznymi enzymy

(Van Den Brink a De Vries, 2011).

2.8.3 Degradace ligninu

Degradace ligninu umoziuje ptistup k celuléze, hemicelul6ze a nizkomolekuldrnim
latkdm, které jsou obsaZeny v dfevni hmoté. Dalsi vyhodu degradace ligninu piinési
kolonizace velkého objemu difevni hmoty. Mezi enzymy ligninolytického sytému patii
peroxidazy, lakazy a enzymy produkujici peroxid vodiku.

Degradaci ligninu katalyzuji ligninolytické peroxidazy, jakou je v prvni tfadé¢
manganova peroxiddza. Manganova peroxidaza je hemovy protein s molekulovou
hmotnosti okolo 46 kDa. Jeji pH optimum se nachazi v kyselé oblasti (Hofrichter, 2002).

Manganova peroxidaza oxiduje Mn®" na vysoce reaktivni Mn®", ktery je stabilizovan
organickymi kyselinami, jakymi jsou je napf. malat, oxalat, laktat nebo malonat. Dale je
také schopna oxidace fenolickych substrati (Martinez, 2002).

DalSimy typy peroxiddz jsou nafiklad ligninovd peroxiddza nebo versalitni
peroxidaza. Lignin peroxiddza degraduje jak fenolické, ale pfedevSim nefenolické
podjednotky ligninu, které tvoii az 90% polymeru. (Kirk a Cullen, 1998). Verzatilni
peroxidaza ma katalytické vlastnosti ligninové i manganové peroxiddzy. Je schopna
degradace nefenolickych i fenolickych podjednotek ligninu, zarovenn muze oxidovat

Mn2+ na Mn3+ (Martinez, 2002).
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Pro ¢innost peroxidaz je nezbytny peroxid vodiku, ktery je potiebny pro tvorbu
kyslikovych radikald, které §tépi kovalentni vazby mezi podjednotkami ligninu (Ruiz-
Duetias & Martinez 2009).

Peroxidy vznikaji ¢innosti dalsi rodiny enzymi - oxidaz. Za nejvyznaméjsi oxidazu
povazujeme glyoxyl oxidazu. Glyoxyl oxidaza je glykoprotein produjujici H>O, a oxalat.
Pro tvorbu peroxidu vodiku pouziva produkti degradace ligninu (Kersten a Cullen,
2007). Jak vyplyva z vysSe uvedeného textu peroxidazy a enzymy produkujici peroxit
vodiku pracuji soucinng.

Lakazy jsou posledni rodinou enzymt, ktera se podili na rozkladu ligninu u hub bilé
hniloby. Lakazy jsou glykoproteiny s velikosti okolo 60 kDa a kyselym pH optimem.
Obsahujici Ctyfi atomy médi v jedné molekule enzymu. Jejich nizky redoxni potenciél
jim umoziluje pouze degradaci fenolické slozky ligninu, kterd tvoii jen 10% z celku
molekuly (Kirk a Cullen 1998). Lakazy vyuzivaji ke své funkci molekularni kyslik, coz
jim umoziuje nezavislost na jiném enzymatickém sytému. Lakaza je produkovéana

vétSinou ligninolytickych Basidiomycet. (Baldrian 2006; Sharma et al. 2007).

2.9 Vyvoj spolecenstva hub v mrtvém drevu

Sukcese spoleCenstva hub na tlejicim difevu je velmi nepfedvidatelnym
a komplexnim procesem.

Houby mohou kolonizovat substrat dvéma rliznymi zpisoby. Prvnim z nich je
roz$ifeni za pomoci spor, druhym pak kolonizace myceliem. Vyhoda kolonizaci pomoci
mycelii spofivd v moznosti pouziti svazki hyf k transportu zivin do osidlovaného
substratu v pfipad¢ potieby (Lindahl ez al. 1999). V ptipadé, Ze se mycelium dostane do
kontaktu s novym, energeticky bohatym substratem, mize pak Ziviny pfemistit do
chudsich mist (Boddy, 2001).

Prvnimi kolonizatory mrtvého dieva, které nebylo diive napadeno jinymi patogeny,
jsou obvykle bakterie a houby mékké hniloby. Dosud nekolonizované prostiedi je pro né
vyhodné dostatkem Zivin a umoznuje jim rychlejsi rst a reprodukci (Renvall, 1995).

Prvni kolonizatofi svym puasobeni modifikuji chemicko-fyzikdlni vlastnosti

stromu. Ovliviiyji stupeni rozkladu, obsah vlhkosti a pfitomnost sekundarnich metaboliti,
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tim usnadnuji, nebo zamezuji dalsi kolonizaci substratu jinymi druhy hub (Fukami et al.,
2010). Postupné, po spotifebovani jednoduchych latek ze substratu, jsou primarni
saprotrofové vytlaCovani sekundarnimi. S dalsi degradaci dieva zacinaji byt vice
zastoupené houby hnédé a bilé hniloby, které jsou lepsimi kompetitory. Ve druhém
a tietim stadiu tleni ve spolecenstvu dominuji pravé houby bil¢ a hnédé hniloby a rychlost
tleni kulminuje. V kmenech, které jsou jiz silné¢ rozlozené, jsou cetné ektomykorhizni
(ECM) houby. V poslednim stadiu rozkladu kmene Ize nalézt nejvetsi druhovou
variabilitu hub. Pocet druhli imérné stoupd s klesajici hmotou dieva. (Renvall, 1995;
Rajala et al., 2012). S postupnym rozkladem klesa vyskyt plodnic na kmenech. Tento fakt
zivin v témér zetlelém drevu (Stenlid et al., 2008).

Diverzita houbového spolecenstva se béhem dekompozice dieva zvysuje a dosahuje
vrcholu ve stiedné rozlozenych stromech. Nedavno padlé stromy tvoii kvili své
nedostate¢né vlhkosti a vysokému obsahu terpenti a fenolickych latek nepfili§ pohostinné
prostiedi pro houby. To mize byt diivodem zvySovani houbové diverzity v prubéhu tleni.
V pozdnich stadiich degradace zacinaji dievo kolonizovat pidni houby a rozdil mezi
tlejicim dfevem a ptidou se postupné vytraci (Rajala et al., 2012).

Houby mlZeme charakterizovat podle miry odolnosti na stres, ktery jim pifindsi
osidleni nehostinného substratu. Stresové podminky mohou byt zplsobeny naptiklad
vysokou, nebo naopak nizkou vlhkosti, velkymi teplotnimi rozdily, pfitomnosti
antimikrobidlnich latek nebo malym mnozstvim zivin. Houby, které¢ jsou schopny
kolonizovat a zit na substratu, ktery je pro ostatni druhy neobyvatelny se daji oznacit
za stres-tolerantni (Boddy, 2001).

Kolonizace mrtvého dieva spolecenstvem hub je zavisla na mnohych faktorech. Tuto

slozitou dynamiku ovliviiuji jak abiotické tak biotické faktory.

2.9.1 Abiotické faktory

Mezi abiotické faktory fadime predevSim stupeil rozkladu dieva, objem, délku
a hustotu dfevni biomasy, teplotu, vlhkost a dal$i klimatické podminky.

Za vyznamné povazujeme piedevS§im abiotické faktory, které maji pfimy vliv na

substrat a na spolecenstvo hub.
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Pro prvotni kolonizaci je dilezity zplsob, jakym strom odumfel a relativni plocha,
ktera je v kontaktu s ptidou. Rozdil je patrny naptiklad u stromt stojicich, kde je rozklad
pomalejsi, nezli u padlého leziciho dieva, které ma vyssi vlhkost a je 1épe ptistupné pro
rozkladace (Cornelissen et al., 2012).

Strukturu houbového spoleCenstva ovliviiuji i vlastnosti stromu. Listnaté a jehlicnaté
stromy se od sebe zna¢né 1i§i svymi chemickymi, fyzikalnimi i anatomickymi vlastnostmi
(Kulhankova et al., 2006). To ma za nasledek rozdilné zastoupeni spolecenstva hub
u jehli¢natych a listnatych stromu.

Pro dievorozkladné houby je dilezita i velikost dostupného povrchu substratu.
Rychlost kolonizace je patrna na rozdilu kmenti a vétvi. Vétve maji vyssi primér povrchu
vici objemu a jejich osidleni houbami je tedy rychlejsi.

Dtlezitym abiotickym faktorem je i teplota. V laboratornich podminkach vykazuji
mycelia hub odolnost k nizkym teplotam. Ve svém pfirozeném prostiedi ale prestavaji
rust pii teploté¢ okolo bodu mrazu (Stenlid et al., 2008). Teplota ovliviiuje i rychlost
samotného tleni. Dievo je diky teplotnim optimiim degradujicich enzymd, které je kolem
40-60 °C, rychleji rozkladano v prostfedi s teplejSim klimatem (Baldrian a Valaskova
2008).

Vhkost dieva je ur€ena vné€j$imi klimatickymi podminkami ale i samotnym tlenim,
jelikoZ voda je jednim z findlnich produkti mineralizace slozek dievni biomasy. Enzymy
degradujici dievo jsou rozpustné ve vodé€, proto by bez pocatecniho alespont malého

mnozstvi vody by nedoslo k rozvoji hniloby (Magan, 2008). Pfili§ vysoka vlhkost ma

wrwe

2.9.2 Bioticke faktory

Mezi vyznamné biotické faktory patii druhova selektivita hub k substratu, vliv
ostatnich organismtli, antagonistické interakce nebo vztah mezi predchozim
a nasledujicim kolonizatorem substratu (Boddy, 2001; Heilmann-Clausen et al., 2014).
Vlivem ostatnich organismi na vyvoj spolecenstva hub a naopak se bude zabyvat

nasledujici kapitola.
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2.10 Tlejici drevo jako specificky ekosystém

Jestlize maji organismy stejné prostiedi a zdroj Zivin, nevyhnutelné mezi sebou
interaguji. Prostiedi dfevnich hub a plidnich bakterii nemusi byt vzdy stejné, piesto
mohou bakterie tézit z ptitomnosti hub v tlejicim dievu, aniz by spolu pfimo interagovali.
lignin a polysacharidy bunécéné stény. Pfitomnost hub je tak pro bakterie pfinosna diky
zvySovani podilu zivin v prostiedi, které produkuje houba v pribehu degradace dievni
hmoty (Boer et al., 2005; Baldrian, 2008).

Houby mohou zamérné ovliviiovat organismy ve svém okoli pfimymi interakcemi.
Naptiklad typickou reakci ligninolytickych hub pii detekovani ptfitomnosti ptidnich
bakterii je zvySena produkce lakazy, kterd u nékterych hub katalizuje tvorbu
antibiotickych latek. OvSem piimy tcinek lakdz nebyl prokazan (Eggert, 1997; Baldrian
2006). Dalsi moznosti hub jak omezit jiné organismy mtize byt tvorba toxind.

Bakterie pak mohou tvofit fungistika nebo te¢kavé latky, kterymi mohou ovlivnit rist
huba a produkci jejich enzymd.

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole slozeni mikrobialniho spolecenstva vSak také

zalezi na fad¢ abiotickych faktori jakymi jsou naptiklad pH, vlhkost nebo teplota.
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3 Cile prace a hypotézy

3.1 Cile prace

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo vytvorit literarni piehled a vhled do
problematiky mrtvého dfeva, dievorozkladnych hub a jejich enzymd.
Cilem metodické c¢asti je popsat spolecenstvi hub v mrtvém dievu a faktory, které

ovliviiuji jeho slozeni.

3.2 Hypotézy

H1: Pfedpokladam rozdilné zastoupeni spolecenstva hub ve vzorcich jedli a bukd.

H2: Domnivam se, ze vyssi potencidlni aktivity enzymi hub budou ve vzorcich z vétvi
nezli z kment.

H3: Pfedpokladam vyssi potencialni aktivitu enzymi hub ve vzorcich z jedlovych kment,

nez ve vzorcich z bukovych kmend.
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4 Material a metody

Zkoumany subjektem pro tuto bakalaiskou praci se stal soubor 127 vzorki. Vzorky
byly odebrany z kmenli a vétvi stromt, které se nachazi na tzemi Néarodniho parku
Bavorsky les v ramci studie zaméfené na vyzkum mrtvého dieva a jeho biodiverzity.
Dievinami ze kterych byly vzorky odebrany, byly buk evropsky a jedle stfibrna.

V nasledujicich kapitolach se budu zabyvat zkoumanou lokalitou, materidlem

a jednotlivymi metodami pouzitymi pro vyzkum.

4.1 Zkoumana lokalita

Nérodni park Bavorsky les se nachazi na jihovychodé¢ Némecka. Je prvnim
vyhlaSenym narodnim parkem v Némecku a jeho rozloha ¢ini 24 222 ha (Narodni park
Bavorsky les, 2015).

S Narodnim parkem Sumava sousedi severni a vychodni stranou a spolené tvoii
jeden z nejvétsich bilateralnich narodnich parka Stfedni Evropy. Nérodni park Bavorsky
les pokryva z 90 % horsky smiSeny les smrkii, buku a jedli.

Dle Planu péce Narodniho parku z roku 2010 je cilem pfednostné zajistit piisobeni
pfirodnich Zivli a nenaruSenou dynamiku Zijicich spolecenstev na tomto tizemi. Lesy
Nérodniho parku se tak budou vyvijet bez zasahu clovéka smérem zpét k lesim

pfirodnim. Pfirodni udélosti jako napadeni houbami, hmyzem nebo $kody sné¢hem jsou

podstatnym faktorem vyvoje takového lesa (Linner a Wanninger, 2010).

4.2 Material a jeho odbér

V ramci projektu zaméten¢ho na vyzkumu mrtvého dieva a jeho biodiverzity byly
pracovniky Nérodniho parku Bavorsky les rozmistény kmeny a vétve jedle stiibrné
a buku evropského na vybrand stanovisté. Jednotliva stanovisté byla volena tak, aby
odpovidala gradientu variability environmentalnich faktort

Samotny odbér uskutecnili pracovnici spravy Narodniho parku v roce 2013 jako
druhy v pofadi v rdmci vysSe zminéného projektu. V dobé odbéru, byly kmeny a vétve

ponechany na svych stanovistich po dobu dvou let. Ziskani vzorkli bylo provedeno za
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pomoci elektrického vrtaku, ktery byl mezi jednotlivymi odbéry otiran etanolem. Z kazdé
vétve byl odebran jeden vzorek, z kment pak Ctyfi vzorky v pritbéhu jeho délky. Nasledné
byly vzorky ulozeny do plastovych uzaviratelnych sackii s ozna¢enim mista ze kterého
byl vzorek odebran a zdali se jedné o jedli (T) nebo buk (B). Dale byly oznaceny podle
toho, jestli byly odebrany z vétvi (FWD) nebo z kmeni (CWD). Po zamrazeni byly
vzorky odeslany do Laboratofe environmentalni mikrobiologie Mikrobiologického

tstavu AV CR, v.v.i. k analyze.

4.3 Pouzité metody

V ramci této prace byly pouzity nasledujici komplementarni metody:

- Homogenizace vzorku

- Stanoveni chemického sloZeni vzorku

- Spektrofotometrické a fluorometrické stanoveni aktivity enzymi ve
vzorku

- Kvantifikace biomasy hub pomoci extrakce a HPLC analyzy
specifického markeru ergosterolu

- Izolace, purifikace a sekvence DNA metodami next-genaration

sequencing

4.4 Stanoveni vlhkosti a suché hmotnosti vzorku

Aby mohly byt vysledky pozd¢ji spravé interpretovany, bylo nezbytné védét pomér
suSiny v jednotlivych vzorcich. SuSina byla stanovena vazenim vzorku pfed a po
lyofilizaci, s pfesnosti na tfi desetinna mista. Vazeni probihalo za dodrZeni nizkych teplot.
Nejdiive byla zvazena falkonka do které byl vzorek vlozen, nésledné pak falkonka se
vzorkem a po lyofilizaci probéhlo vazeni znovu, tentokrat jen dohromady se vzorkem. Po
odecteni hmotnosti vzorku po lyofilizaci od hmotnosti nevysuSeného vzorku se ziskala
hmotnost vody, kterou material ztratil suSenim. Samotna hmotnost vzorku (susina) byla

ziskdna odectenim hmotnosti falkonky.
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4.5 Homogenizace vzorki

Vzorky byly dodany ve formé pilin z navrti kmenii a vétvi. Pro dalsi analyzu byly
jednotlivé ¢astecky pfili§ veliké. Aby byl vzorek stejnorody a vhodny pro dalsi analyzy,
byl material upraven centrifugdlnim mlynem. Homogenizace probihala jednotlivé. Po
kazdé uprave vzorku byl mlyn rozebran vycistén a otfen etanolem. U vzorki kment byly
vSechny ¢tyii vzorky vzdy z jednoho kmene smichany dohromady ve stejném poméru
a tyto smiSené vzorky byly dale pouzity v jednotlivych métfenich. Mezi mletim byl

material skladovan v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

4.6 Stanoveni chemického sloZeni vzorku

Pro el pozorovani vztahii mezi slozenim houbového spolecenstva a kvalitativnimi
vlastnostmi dfeva, bylo nutné vzorky podrobit fyzikaln¢ chemické analyze.

Pro stanoveni pH byl vzorek smisen s destilovanou vodou (1:10 w/vol) a po
24 hodinach pfi laboratorni teploté byl vzorek méfen pHmetrem.

Z technickych ditvodi byl obsah uhliku a dusiku ve vzorku méten v externi laboratofti

ve Vyzkumném ustavu melioraci a ochrany pidy, v.v.i.

4.7 Spektrofotometrické a fluorometrické stanoveni aktivity enzymu

4.7.1 Stanoveni aktivity extracelularnich enzymu

Aktivita  enzymi  fB-glukosidazy, fosfatazy, B-xylosidazy, N-
acetylglukosaminidazy, celobiohydroldzy, B-galaktosidazy, a-glukosidazy a lipazy byla
stanovena spektrofluorometricky s vyuzitim fluorescenéné znacenych substratii. Jako
fluorescencni molekula byl pouzit 4-methylumbllyferol (MUF). Jednotlivé substraty
MUF, které byly pouzity pro stanoveni aktivit konkrétnich enzym, jsou zndzornény

v tabulce 1 nize.

p-glukosidaza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-B-D- glukopyranosid (MUFG)

fosfatiza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-fosfat (MUFP)
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B-xylosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-B-D-xylopyranosid (MUFX)

N-acetylglukosaminidaza 1,00 mM 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid (MUFN)
celobiohydrolaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosis (MUFC)
p-galaktosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-b-D-galaktopyranoside (MUFL)
a-glukosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-a-D-glykosopyranoside (MUFaG)
lipaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-kaprylat (MUFY)

Tabulka 1 Prehled enzymii a prislusnych substratii pouzitych ke stanoveni jejich aktivit.

Pro stanoveni potencialnich aktivity enzymii byly pouzity suspenze tvofené
0,25 g lyofilizovaného vzorku v 50 ml 50 mM octanového pufru s pH 5. Takto ptipravené
vzorky byly po nezbytnou dobu uchovéavany pfti teploté¢ do 4 °C. Do mikrotitra¢ni
desticky byly napipetovany jednotlivé MUF substraty a kalibra¢ni roztoky MUF
standardu v pfedem daném fedéni (viz tabulka 2). K substratim bylo do jamek
napipetovaldno 200 pul homogenizované suspenze vzorku. Do pravé Casti desticky byly

umistény kalibra¢ni fady, ve kterych postupné vzristala koncentrace MUF.

MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | vzorek 1  vzorek vzorek
G G G G G G G G G 2 3
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+10ul 2+10pl | 3+10pl
P P P P P P P P P MUF1/1 | MUF1/ MUF1/
00 100 100
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+20ul 2+20pl  3+20pl
X X X X X X X X X MUF1/1 MUF1/ MUF1/
00 100 100
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+50ul 2+50pul | 3+50ul
N N N N N N N N N MUF1/1 | MUF1/ MUF1/
00 100 100
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+20ul 2+20pl  3+20pl
C C C C C C C C C MUF1/1 MUF1/ MUF1/
0 10 10
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+50ul 2+50pul | 3+50ul
L L L L L L L L L MUF1/1 = MUF1/ MUF1/
0 10 10
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+10ul 2+10pl  3+10pl
aG aG aG aG aG aG aG aG aG MUF pMUF MUF
MUF MUF MUF | MUF MUF MUF | MUF MUF MUF 1+20ul 2+20pul | 3+20ul
Y Y Y Y Y Y Y Y Y MUF MUF MUF

Tabulka 2 Tabulka graficky popisuje jednotlivé umisténi substratii na mikrotitracni desticce
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Takto piipravené desticky byly vloZeny k temperovani do inkubétoru vyhtatého na
40 ‘C. Aby nedochazelo ke zkresleni vysledkGi vlivem odpafovani roztoku, byly
mikrotitracni desticky zakryty.

Fluorescence vzorku na desti¢ce byla méfena po 5, 65 a 125 minutach za pomoci
spektrofluorimetru TESCAN Infinite m200 a softwaru Magellan pfi excitacni vlnové
délce 355 nm a emisni vlnové délce 460 nm. Mezi jednotlivym méfenim byly desticky se
vzorky vkladany zpét do inkubatoru. Fluorescence, respektive aktivita vzorku byla
stanovena pomoci kalibra¢nich kiivek standardi MUF na zdkladé jejich koncentrace

a namé&fené fluorescence a aktivita vyjadiena v uM min g sudiny

4.7.2  Stanoveni aktivity endocelulazy a endoxylanazy

Pro stanoveni endoceluldzy a endoxylanazy bylo nutné pied samotnym méfenim
provést extrakci a filtraci vzorkd. Filtrace byla provedena pies kolonky Sephadex TM G-
25 M.

Dale bylo v mikrozkumavce smichdno 150 pl extrahovaného vzorku a 150 pl
substratu (azo-CM cellulase pro endoglukanazu a azo-xylan pro endoxylanazu).

Nasledovaly 2 hodiny inkubace pfi 40 “C. Inkubace byla ukon¢ena pfidanim 750 pl
precipitantu. Nasledovalo vortexovani vzorku po dobu 10 sekund a poté centrifugace
10 minut pfi 10 000 otackach. Absorbance uvolnéného barviva bylo méfeno

spektrofotometricky pfi 595 nm.

4.7.3 Stanoveni aktivity manganové peroxidazy

Aktivita manganové peroxidazy byla métena v sukcinat-laktatovém pufru (100 mM,
pH 4,5). Do mikrotitra¢nich desticek bylo napipetovano 50 pl filtrovaného vzorku
a 200 pl odpovidajiciho roztoku substrati (slozeni v tabulce 4). Stanoveni aktivy enzymu
bylo provadéno v programu Magellan MnP (DMAB) v 7 cyklech 30 sekundach po sobé
a hned nasledovné v 7 cyklech po 2 minutach.

Enzymatickou reakci vzorek ziskd fialovou barvu, kterd je spektrofotometricky

detekovana.
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4.7.4 Stanoveni aktivyty lakazy

Na mikrotitracni desticku bylo postupné napipetovano 50 pl filtrovaného vzorku,
150 pl citratového pufru a 50 pl substratu ABTS. Absorbance vzorkli byla métena
v programu Magellan Lac (ABTS) pii 420 nm. A to v 7 cyklech po 30 sekundach

a v 7 cyklech po 2 minutach. Enzymaticka reakce se projevovala zelenou barvou.

4.8 Kvantifikace biomasy hub pomoci extrakce a HPLC analyzy

ergosterolu

Ergosterol se nachazi pouze v plasmatické membran¢ hub a tak kvantifikaci tohoto
specifického markeru miizeme stanovit mnozstvi houbové biomasy ve vzorku.

Pro extrakci a analyzu bylo pouzilo 0,5 g lyofilizovaného vzorku, ktery byl
suspenzovan v 3 ml 10% KHO v metanolu a v 1ml cyklohexanu a poté sonikovan pfi
teplot¢ 70°C po dobu 90 minut. Nasledn¢ byl pfiddn 1ml destilované vody a 2 ml
cyklohexanu. Vzorky byly déle vortexovany 30 s a certifugovany 5 minut pfi 3 500
otaCek. Odstfedény vzorek nad sedlinou byl odpipetovan a postup se 2x opakoval jen
s cyklohexanem (jiz bez pouziti destilované vody). Nasledovalo odpateni cyklohexanu
dusikem do sucha. Vzorek byl rozpustén v 1 ml metanolu a vortexovan 30 s naslednou
15 min inkubaci v l4zni pti 40 °C 15 minut. Po uplynuti ¢asu byl vzorek opé€t vortexovan
30 s a centrifugovan 3 minuty pii 6000 otackéach. 800 ul takto pfipravené¢ho vzorku bylo
podrobeno analyze na kapalinovém chromatografu Waters Alliance HPLC system.
Rychlost prittoku metanolu jako mobilni faze byla 1 ml.min™'. Ergosterol byl analyzovan

spektrofotometricky pii 282 nm a kvantifikovan pomoci standardu o zndmé koncentraci.

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

4.9.1 Izolace a purifikace DNA

Genomova DNA byla izolovana komeréné dostupnym kitem NucleoSpin Soil
(Macherey-Nagel) podle protokolu dodavatele z 150 — 200 mg lyofilizovaného vzorku.
Béhem izolace byly vzorky homogenizovany 2 x 30s na FastPrepu24. Za pomoci 50 pl
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elu¢niho pufru doslo k uvolnéni DNA z kolonky na konci izolace. Koncentrace izolované

DNA byla zméfena spektrofotometricky na ptistroji NanoDrop 1000.

4.9.2 Sekvenace DNA metodami next-genaration sekvenovani

K identifikaci organismii hub slouzila sekvenace mezerniku ITS2 rDNA.
K selektivni amplifikaci ITS2 oblasti byly pouzity primery gITS7 a ITS4. Uspesnost
probéhlé amplifikace byla ovéfena za pomoci gelové elektroforézy v 1,5% agarézovém
gelu. Z kazdého vzorku byly nezéavisle ptipraveny dvé PCR reakce. Ty pak byly nasledné
slou¢eny dohromady, procistény a zkoncentrovany pomoci kolonky MinElute
Purification Kit. DNA byla eluovana 20 pl ddH20. Koncentrace takto pfipravené DNA
byla zméfena za pomoci spektrofotometru NanoDrop 1000.

K sekvenovani byla vyuzita technologie sekvenovani syntézou na sekvenatoru
MiSeq firmy Illumina. Na poc¢atku jsou na oba konce amplikonli naligovany dva rozdilné
adaptory. Po nasledné denaturaci jsou fragmenty DNA imobilizovany jednim koncem na
desticku pokrytou oligonukleotidy komplementarnimi k obéma témto typtim adaptora.

Jednovlaknové fragmenty hybridizuji svym volnym koncem s komplementarnim
oligonukleotidem pfipojenym na destiCku ¢imZz dochdzi k vytvofeni miustku.
Oligonukleotidy navazané na povrchu desticky se chovaji v dalsi fazi jako primery pro
PCR amplifikaci, kterd je také nazyvana mustkovou amplifikaci. Amplifikace je nezbytné
dalezitd pro ziskani dostatecné silného svételného signdlu pro spolehlivou detekci
inkorporovanych nukleotida.

Po dokonceni PCR vzniknou na desticce shluky obsahujici az 1 000 kopii ptivodni
ssDNA. Ke konci mistkové amplifikace dochazi k navazani sekvenacniho primeru na
DNA fragmenty.

Pti samotném sekvenovani syntézou je vyuzito fluorescenéné znac¢enych nukleotidi
s navazanym reverzibilnim terminitorem. Blokace nukleotidli reverzibilnim
termindtorem umoziuje v kazdém cyklu navazani pokazdé pouze jedné baze na rostouci
fetézec. Po inkorporaci nukleotidu je fluorescen¢ni barvivo i reverzibilni blokétor na jeho
3’ konci odstranén a syntéza muze nadéale pokracovat. Po kazdém cyklu syntézy je

inkorporace fluorescencné zna¢eného nukleotidu detekovana laserem. Diky ptirozené
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kompetici nukleotidil je zajiSténa vysoka presnost. Analyza dat byla nasledné provedena

bioinformatikem.

4.10 Redéni pouZitych roztoka

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 znazornuje jednotlivé redéni substratit pro stanoveni enzymové aktivity extraceluldrnich enzymii
Octanovy pufr, 50 mM, pH=5

2,78 g octanu sodného

938 ul kyseliny octové

1 1 destilované vody

Sukcinat-lakatatovy pufr

100 ml destilované vody

1,64 g DL-kyseliny mlé¢né, NaCl 60%
0,146 g kyseliny jantarové

Azo-Xylan

25 ml koncentratu Azo-Xylanu bylo smichéno s 22,5 ml deionizované vody a 2,5 ml 2M

octanového pufru s pH 5,0. Takto pfipraveny rortok musel byt uchovavan v teploté 4 °C.
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Azo-CM- celuloza

Do 1,00 g Azo-CM-Cellulase bylo ptidano 40 ml vody o teploté 85-90 °C, po uplném
rozpusteéni substratu bylo ptidano Sml 2M octanového pufru s pH 5,0. Roztok byl doplnén
deionizovanou vodou do 50ml. Jako prevence mikrobialni degradace bylo pfidano

0,02 g azidu sodného. Roztok musel byt uchovéavan pti teploté okolo 4 °C.

Precipitant

Ve 150 ml deionizované vody bylo rozpusténo 40 g octanu sodného a ptidéano 4 g octanu
zine¢natého. Za pomoci kyseliny chlorovodikové bylo pH upraveno na 5,0. Objem
roztoku byl doplnén na 200 ml deionizovanou vodou a néasledné bylo ptidano 800 ml 95%

ethanolu.

Citrat-fosfatovy pufr (0,1M — citrat, 0,2M — fosfat), pH=5,0
2,24 g kyseliny citronové
7,37g dodekahydratu hydrognfosfore¢nananu disodného

10% roztok hydroxidu draselného v methanolu, 3M

10 g hydroxidu draselného

100 ml methanolu

21 ml 21 ml 21 ml
2,8 ml 2,8 ml 2,8 ml
1,4 ml 1,4 ml 1,4 ml
- - 1,4 ml
1,4 ml 1,4 ml -
1,4 ml = -
- 1,4 ml 1,4 ml

Tabulka 4 znazornuje redeéni substrakcnich roztoku substrati pro stanoveni aktivit oxidazy (AB) peroxidadzy (AP)
a manganové peroxidadzy (AR)
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5 Vysledky

5.1 Vysledky stanoveni chemického sloZeni vzorki

Nasledujici grafy popisuji stanoveni chemickych vlastnosti vSech vzorkl
bukovych kmenti (CWD-B), bukovych vétvi (FWD-B), jedlovych kmenti (CWD-T)
a jedlovych vétvi (FWD-T). Data znazornuji priimérné namétené hodnoty pro jednotlivé
zkoumané skupiny a sttedni chyby priméru. Primérné namétené hodnoty uhliku, dusiku
a pH u jednotlivych zkoumanych skupin jsou znazornény v Ptiloze 1.

Pismena nad jednotlivymi sloupci oznacuji statistickou odliSnost jednotlivych skupin

oveétfenou ANOVA a Fisherovym LSD post-hoc testem pii hladin€ o = 0,05.

5.1.1 Vysledky stanoveni uhliku a dusiku ve vzorcich

U jednotlivych skupin vzorkd byla zaznamendna vysS$i koncentrace uhliku
u bukovych kment a jedlovych vétvi a soucasné byla koncentrace uhliku u buku vyssi
v kmenech oproti vétvim, ale u jedli byla koncentrace uhliku naopak vyssi ve vzorcich
z vétvi nez kmeni (Graf 1). Statisticky vyznamny rozdil mezi druhy stromii nebo velikosti
materialu nebyl potvrzen.

Nejvyssi koncentrace dusiku byla zachycena u vzorki z bukovych vétvi a poté
u jedlovych vétvi (Graf 2). Jednotlivé skupiny vzorkli se od sebe obsahem dusiku

navzajem statisticky vyznamné odliSovaly.
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Graf'1 Koncentrace uhliku ve vzorcich.
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Graf 2 Koncentrace dusiku ve vzorcich.

5.1.2 Vysledky stanoveni pH ve vzorcich

Vyssi pH bylo stanoveno u vzorkl kment nezli u vzorkl vétvi u obou druht stromt
(Graf 3). Nejzasaditéjsi pH bylo naméfeno u vzorkl kmenti bukd, nejnizsi pak témer

shodné u vzorki vétvi, mezi kterymi nebyl rozdil statisticky vyznamny.
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Graf 3 Znazornéni pH vzorkii.

5.2 Vysledky spektrofotometrického a fluorometrického stanoveni

aktivity enzymii ve vzorcich

Potencialni aktivity jednotlivych enzymt hub ve zkoumanych skupinach bukovych
kmenti (CWD-B), bukovych vétvi (FWD-B), jedlovych kmenti (CWD-T) a jedlovych
vétvi (FWD-T) zachycuji grafy Cislo 4 az 15. Statistickou vyznamnost znazoriuji
pismena nad jednotlivymi sloupci. Pro urceni statistické vyznamnosti byl pozit
Fisheroviiv LSD post-hoc test a ANOVA.

V¢étSina stanovenych hodnot jednotlivych enzymi byla statisticky vyrazn¢ ovlivnéna
primérem dieva a druhem stromu, ze kterého byl vzorek odebran.

Nejvyssi aktivity byly detekovany u lipdzy, fosfatdzy, endoxylazy a B-glukosidazy
a to zejména u bukovych vétvi. Primérné naméfené hodnoty aktivity enzymul

u jednotlivych zkoumanych skupin jsou zndzornény v Ptiloze 2, 3 a 4.
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Graf'4 Potencialni aktivita p-glukosidazy ve vzorcich.
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Graf'5 Potencialni aktivita fosfatdzy ve vzorcich.
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Graf 6 Potencialni aktivita p-xylosidazy ve vzorcich.
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Graf'9 Potencialni aktivita f-galaktosidazy ve vzorcich
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Graf'13 Potencialni aktivita manganové peroxidazy ve vzorcich
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Graf 14 Potencialni aktivita endoceluldazy ve vzorcich
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Nasledujici kumulativni grafy ¢islo 16 A a 16 B znazornuji celkové potencialni
aktivity vSech enzymu podle velikosti praméri materidlu, ze kterého byly vzorky
odebrany.

U vzorkli pofizenych z bukovych kmeni (CWD-B) byly stanoveny nizsi aktivity
enzymd, nez u vzorkd jedlovych kmeni (CWD-T). Na opak u materidlu s mensim
pramérem byla zachycena vyssi aktivita enzymil hub ve bukovych vétvich (FWD-B) nez
u jedlovych vétvi (FWD-T). Celkové byly detekovany nejvyssi aktivity u vzorki vétvi
buka.
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5.3 Vysledky analyzy ergosterolu

Nésledujici graf zndzorfiuje obsah specifického markeru ergosterolu
u jednotlivych skupin vzorkd. Pismena nad sloupci znazoriuji statistickou odliSnost
ovéienou Fisherovym LSD post-hoc testem.

Nejvetsi obsah ergosterolu byl detekovan u bukovych vétvi (FWD-B). Naopak
nejnizs$i hodnoty vykazuji jedlovych kment (FWD-T). Z vysledkd analyzy vyplyva, ze
vys$§i mnozstvi houbové biomasy se nachazelo ve vzorcich odebranych z vétvi. Primérné
nam¢fené hodnoty ergosterolu u jednotlivych zkoumanych skupin jsou znazornény

v Piiloze 4.
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Graf 17 Obsah ergosterolu ve vzorcich
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5.4 Popis spolecCenstva hub

Na trovni houbovych kmenl nebyla zjiSténa vyznamnd preference Ascomycet

¢1 Basidiomycet pro druh stromt ¢i pro vétve nebo kmeny.
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Graf 18 Relativni zastoupeni houbovych oddélent
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6 Diskuze

V ramci bakalarské prace bylo analyzovano 127 vzorki tlejiciho dfeva vétvi a kment
z jedli sttibrnych a buku evropského. Zkoumanou lokalitou byl Narodni park Bavorsky
les. Vysledky vyzkumné casti bakaldiské prace jsou soucasti rozsahlého projektu
zaméteného na vyzkum mrtvého dieva a jeho biodiverzitu. Vzorky, které jsem
analyzovala, byly odebrany v roce 2013 a byly jiz v potfadi druhou zkoumanou skupinou
vzorki tohoto projektu.

Hlavnim cilem bylo zjiSténi spolecenstva hub ve vzorcich a faktort, které jej
ovliviluji.

Pro svou bakalaiskou praci jsem si stanovila tfi hypotézy:

H1: Pfedpokladdm rozdilné zastoupeni spoleenstva hub ve vzorcich jedli a buk.

H2: Domnivam se, Ze vyS$$i potencidlni aktivity enzyml hub budou ve vzorcich
z vétvi nezli z kment.

H3: Predpokladam vyssi potencidlni aktivitu enzymt hub ve vzorcich z jedlovych
kmentl, nez ve vzorcich z bukovych kmentii.

Komplex vzorkii odebrany pracovniky Narodniho parku Bavorsky les byl zamrazen
a odeslan k analyze do Laboratofi environmentalni mikrobiologie Mikrobiologického
Ustavu v.v.i.

Prvnim tkolem byla homogenizace jednotlivych vzorki, aby mohly byt pouzity pro
dal$i analyzy. ProtoZze dodany material m¢l pro dalSi pouziti ptili§ velké castice, byly
jednotlivé vzorky semlety centrifugdlnim mlynem na mensi ¢astecky. Mezi kazdym
vzorkem byl mlyn ¢istén a dezinfikovan aby nedoslo ke kontaminaci jednotlivych vzorkd.
Vzorky odebrané z kmentl byly rozdéleny vzdy do ¢tyfech sackd oznacenych 1, 2, 3, 4
podle mista na kmeni, kde byly odebrany. Pro ucel analyzy byly vzorky 1 a 2 a vzorky
3 a 4 smichany v poméru 1:1 a fadné promichany.

Nasledovalo stanoveni chemického slozeni vzorki. Méfeni pH detekovalo
signifikantni rozdil, mezi vzorky odebranymi z vétvi a vzorky pochézejici z kment.

U materidlu z vétvi bylo prokazatelné niz§i pH nez u materidlu z kment. Kyselejsi pH

44



u vétvi koreluje s vysSSi potenciondlni aktivitou enzyml hub v téchto vzorcich.
Z technickych ditvodii byl obsah uhliku a dusiku méten ve spolupracujici laboratofi.

U jednotlivych skupin vzorkli byla zaznamenéna vysSi koncentrace uhliku a to
u kmenti bukd a vétvi jedli. Statisticky vyznamny rozdil mezi druhy stromid nebo
primérem materidlu nebyl potvrzen. Nejvyssi koncentrace dusiku byla detekovana
u vzorkd z bukovych vétvi. Vyssi koncentrace dusiku byla stanovena i u vétvi jedli.
Rozdil v zastoupeni dusiku u kment a vétvi je statisticky vyznamny.

DalSim krokem bylo spektrofotometrické a fluorometrické stanoveni aktivity
enzymu ve vzorcich. Potencidlni aktivita byla zkouména u 12 enzymi: p-glukosidazy,
fosfatazy, P-xylosidazy, N-acetylglukosamininddzy, exoceluldzy, (-galaktosidazy, o-
glukosidazy, lipazy, lakdzy, manganové peroxidazy, endocelulazy a endoxylanazy.
Nejvyssi potencialni aktivita byla zaznamenédna u lipazy, fosfatazy, endoxyldzy a B-
glukosidazy a to zejména u bukovych vétvi. Celkové byly zachyceny signifikantné vyssi
potencialni aktivity enzymi hub u materidlu z vétvi, nezli u vzorkl odebranych z kmend,
¢imz byla potvrzena druhd vyslovena hypotéza. U vzorkl odebranych z kmenti buki byla
zachycena niz$i potencialni aktivita nezli u vzorkli z kmend jedli. Tento fakt potvrzuje
treti hypotézu.

Kvantifikace houbové biomasy pomoci ergosterolu potvrdila statisticky vyznamné
rozdily v obsahu biomasy hub mezi vzorky z vétvi a vzorky z kmentl. Nejvétsi obsah
ergosterolu byl detekovan u vétvi bukli. Naopak nejnizsi hodnoty vykazuji kmeny jedli.

Posledni pouzitou metodou byla izolace, purifikace a sekvenace DNA metodami
next-generation-sekvenovani. Na urovni houbovych kmenli nebyla zjisténa preference
Ascomycet ¢i Basidomycet pro druh strom ¢i rozdilné velky materidl. Tim nebyla
potvrzena prvni hypotéza, kterd predpokladala rozdilné zastoupeni spolecenstva hub mezi
vzorky z jedli a bukd.

Celkové shrnuti ukazuje, Ze hodnoty potencidlnich aktivit enzymd spolecné
s houbovou biomasou a niz§im pH dokladaji vice produkovanych houbovych enzymi ve
vétvich v porovndni s kmeny. Houby zde siln€ ovliviiuji substrat diky svému aktivnimu

metabolizmu, napfiklad vylu¢ovanim kyseliny oxalové.
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Jejich vySsi biomasa souvisi s rychlejsi kolonizaci vétvi houbami. Vétve ve vysledku

podléhaji rychlejSimu rozkladu.
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7 Zavér

Predkladand bakaldiskd prace se zabyva enzymovymi aktivitami a molekularni
charakterizaci hub v tlejicim dfevu. Pro studium bylo vyuzito fady komplementarni
metod, jakymi jsou stanoveni chemického slozeni vzorku, spektrofotometrické
a fluorometrické stanoveni aktivity enzymu, kvantifikace biomasy hub pomoci extrakce
a HPLC analyzy specifického markeru ergosterolu, izolace nebo purifikace a sekvenace
DNA.

Cilem prace bylo popsat faktory, které ovliviiuji slozeni a funkci spole¢enstva hub
v mrtvém dievu. Vzorky byly rozdéleny do jednotlivych ¢tyt soubort, podle druhu
dreviny (jedle a buk) a podle priméru materidlu (kmeny a vétve).

Na zacatku vyzkumu jsem si stanovila tfi zdkladni hypotézy.

Prvni hypotéza, kterd piedpokléddala rozdilné zastoupeni spolecenstva hub ve
vzorcich jedli a buk@ nebyla potvrzena. Provedenou analyzou nebyly zjiStény
signifikantni rozdily v preferencich Ascomycet ¢i Basidiomycet pro jedli ¢i buk, ani pro
to, jestli materidl pochazi z kment ¢i vétvi.

Druhd hypotéza, kterd predpokladala vyssi potencidlni aktivity enzymi hub ve
vzorcich z vétvi, nezli z kmenu byla potvrzena nékolika metodami. Ve vzorcich vétvi
byla detekovédna vyssi potencidlni aktivita enzymu, vétsi zastoupeni houbové biomasy
a kyselejsi pH, coz dokazuje zvySenou potencidlni aktivitu hub v tomto materidlu. Za
vysvétleni vyS$si potencidlni aktivity enzyml ve vzorcich vétvi pokladam vétsi rozdil
priméru povrchu vici objemu. Kolonizace vétvi je na rozdil od kmenti pro houby
rychlejsi a snadné;jsi.

Za potvrzenou lze povazovat i tieti hypotézu, kterd predpokladala vyssi potencialni
aktivitu enzyma hub ve vzorcich jedlovych kmend. Celkové byly u vzorkli bukovych
kmeni stanoveny niz§i potencidlni aktivity enzymu nez u vzorkl pochézejici z jedlovych
kmenii. Rozdil v§ak nebyl tak vyrazny jako ve srovnani vzorki vétvi a kment pro druhou
hypotézu.

Zavérem muze byt konstatovano, ze cile bakalarské prace byly splnény, a Ze mnou
proveden¢ analyzy vzorkl byly pfinosné jako soucast projektu Mrtvé dievo a biodiverzita

Nérodniho parku Bavorsky les.
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9 Piilohy

Sucha
Kmeny/vétve | Buk/jedle 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
Priloha 1 zndzoriuje primérné hodnoty suché hmotnosti, uhliku, dusiku a pH
B- N-
Kmeny/vétve | Buk/jedle | glucosidaza | fosfatdza |B-xylosidaza |acetylglukosidaza
KM min-1 g-1 sucha 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

Priloha 2 zndzoriuje primérné namérené aktivity 8-glukosidazy, fosfatdzy, B-xylosiddzy, N-acetylglukosiddzy

_ a-
Kmeny/vétve | Buk/jedle exocelulaza galakt?)sidéza glukosidaza lipaza
UM min-1 g-1 sucha 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

Priloha 3 zndzoriuje namérené primérné aktivity exoceluldzy, 8- galaktosidazy, @-glukosidazy a lipazy

Mn-
Kmeny/vétve | Buk/jedle | Ergosterol | lakdza |peroxidaza | endocelulaza | endoxylanaza
mg.g-1 UM min-1 g-1 sucha 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

Priloha 4 popisuje priimérné namérené aktivity lakdzy, manganové peroxidazy, endoceluldazy a ednoxylandzy

a namérené mnozstvi ergosterolu
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