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Abstrakt

Houby jsou organismy s vyznamnou roli v kolobézich pro Zivot esencialnich prvki, C,
N a P. Houby saprotrofni ziskavaji dekompozici organické hmoty, tedy poztstatki
rostlin i zivocichti, kde se tyto prvky hromadi, energii. Patii mezi hrstku organismd,
které ji umi zcela rozlozit. Cini tak prostfednictvim extracelularnich enzymi, které
sekretuji do substratu. Tim casto byva rostlinny material, sloZzeny zvelké casti
z lignocelulézy, jiz rozkladaji enzymy s karbohydratovou aktivitou, ve zkratce nazyvané
CAZymy. Pravé ty zajistuji, Ze se jinak imobilizované prvky dostanou do dalsiho kroku
svého cyklu. Tim miize byt v pripadé N a P i ptijeti koreny rostlin. Vice nez 9o % vyssich
rostlin vtomto pomahaji mykorhizni houby, s nimiz tvofi vyznaény mutualisticky
vztah. JelikoZ tyto houby ziskéavaji energii od rostlin v podobé jednoduchych cukri,
CAZymy béhem vyvoje této strategie ztratily. V posledni dobé vsak predevsim diky
genomovym analyzdm vychazi najevo, Ze mykorhizni houby uréity, byt snizeny, pocet
CAZymu stale vlastni. Jejich pocet a typ se lisSi mezi mykorhizami arbuskularni,
erikoidni a ektomykorhizou, adaptovanymi na odliSna prostiedi. Maji tedy potencial
atakovat organickou hmotu, a tim ovliviiovat cykly biogennich prvki, své hostitelské
rostliny a vneposledni rad€ i klima. V soucasné dobé je v plném proudu vyzkum
podoby a velikosti tohoto potencialu a pomalu tak vychazi na povrch procesy dosud

skryté pod zemi.
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Abstract

Fungi have a crucial role in the cycles of elements essential to life, C, N and P.
Saprotrophic fungi gain energy by decomposing organic matter, consisting of remains
of plants and animals, which is a massive pool of these elements. They are one of few
life forms that can do so effectively. Plant material, which is made up of lignocellulose,
is decomposed by extracellular carbohydrate-active enzymes, CAZymes for short. They
ensure that the elements, otherwise immobilised, are sent into the next step of their
cycles. This step can be, at least for N and P, uptake by plant roots. More than 90% of
higher plants employ mycorrhizal fungi to help them with this, constituting a
distinctive mutualistic relationship. Since mycorrhizal fungi gain energy from their
plant partners, they no longer need CAZymes, which they lost in the process of
evolution of their strategy. However, mainly due to genome analyses, it has lately been
noted that many of them have retained at least some amount of CAZymes. The number
and type differ for arbuscular, ericoid and ectomycorrhiza, which are each adapted for
different environments. That means that mycorrhizal fungi have potential to attack soil
organic matter and therefore impact the cycles of biogenic elements, their host plants,
and the climate. As of today, much research is being made to uncover the likes of this

potential, and let the processes hidden underground come to light.
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Seznam pouzitych zkratek

ARM - arbuskularni mykorhiza

BGL - B-glukosidaza

CAZym - enzym s karbohydratovou aktivitou
CVD - celul6zo-vazebna doména

CBH - ex0-1,4-B-glukan cellobiohydrolaza
CDH - dehydrogenéza celobiozy

ECM - ektomykorhiza

EG — endo-1,4-B-glukanaza

ERM - erikoidni mykorhiza

GH - glykosid hydrolaza

LiP — lignin peroxidaza

LPMO - lytick4 polysacharid-monooxygenaza
MnP — manganova peroxidaza

POH - ptidni organick4 hmota

VP — versatilni peroxidaza



1. Uvod

Houby se tadi ke skupinam s nejvétsi zasluhou na rozkladu ptidni organické hmoty
v terestrickych ekosystémech (Ehrlich, 2006). Tato schopnost ma obrovsky globalni
vyznam. Makrobiogenni prvky, jakozto zakladni stavebni kameny tél vS§ech organismd,
je po odumfeni tieba poslat do dalsiho kroku jejich globalnich cykli. Tento krok
kolobéhu zivin zprostfedkovavaji saprotrofové, kteri svymi detritovornimi
schopnostmi zajistuji, ze odumienim organismu cesta molekul a atomi, ze kterych se
sklada, nekonci.

Pro saprotrofni houby je schopnost rozkladat organickou hmotu hlavnim
zptsobem, jakym ziskavaji ziviny potfebné k zdkladnimu bunécnému metabolismu
a ristu. V ramci ekosystémii se odumrela organicka hmota typicky vyskytuje ve forme
rostlinnych ¢i zivoc¢isnych zbytkd nebo v interakei s pidnimi mineraly ve formé ptidni
organické hmoty (POH). POH byva vlivem slozeni svych hlavnich komponent, kterymi
jsou pozustatky rostlin, zvirat i hub, zna¢né chemicky odolnéa (Six et al., 2002), a tak
pro jeji efektivni zpracovani musi byt rozkladaéi vybaveni specializovanymi
mechanismy. Vykonnymi jednotkami rozkladu Zzivin integrovanych do vétsSich
organickych komplexii na jednodussi molekuly jsou enzymy. Tyto biokatalyzatory
umoznuji probéhnuti danych reakci rychle, specificky a bez potieby extrémnich teplot
¢i tlakti (Voet & Voet, 2011). Houby jsou jako jedny z mala organismli obdareny
extracelularnimi enzymy schopnymi vyvazovani uhliku z tak komplexnich organickych
polymerti, jako jsou celul6za ¢i lignin. V prvotni degradaci téchto sloucenin hraji tu
viibec nejdtlezitéjsi roli (Ehrlich, 2006, Damon et al., 2012). To je nesmirné dilezité
pro globalni cyklus uhliku, vZdyt pravé tyto komponenty rostlinnych bunécénych stén
jsou nejhojnéjsimi polymery nasi planety.

V priibéhu evoluce kromé rozkladu odumfelych ¢asti organismu objevily i dalsi
cesty, jak ziskat organicky uhlik. Jednou z nejrozsirené€jsich strategii je mykorhizni
symbi6za. Mykorhizni houby ziji v symbiotickém vztahu s koreny vétsSiny vyssich
rostlin; udava se, Ze jen 8 % druht rostlin je kompletné nemykorhiznich
(Brundrett & Tedersoo, 2018). Uhlikaté latky neziskavaji jako saprotrofové primarné
rozkladem organické hmoty, nybrz naasimilované od svych autotrofnich partnert ve
formé sacharidi ¢i lipidi, za coz jim houby na oplatku poskytuji mineralni ziviny, vodu
a ochranu pred patogeny astresem (Smith & Read, 2008). Prizptisobeni se

symbiotickému Zzivotnimu stylu vedlo u mykorhiznich hub ke ztraté znacné casti



enzymi zodpovédnych za saprotrofni aktivity (Kohler et al., 2015). Vychazi vSak
najevo, ze alespon nékteré z nich si celulolytickou ¢i lignolytickou aktivitu zachovaly.
Z tohoto faktu vyvstava mnoho dalSich otazek. K ¢emu jsou mykorhiznim houbam tyto
degradativni enzymy? Které z nich a v jakych mnozstvich exprimuji? Co to znamena
pro jejich hostitelské rostliny? Piinési jim vyhodu, pokud jejich symbioticky partner
témito enzymy disponuje? Odrazi se to n€jak v jejich distribuci napric¢ ekosystémy?
Tato prace je shrnutim dosavadnich poznatki o tématu -celulolytickych
a lignolytickych schopnosti mykorhiznich hub, které je v odborné literatuie aktualné
hojné diskutovano. Je zde predstavena diverzita houbovych extracelularnich enzymi
s karbohydratovou aktivitou, se zamérenim na enzymy pouZzivané pro rozklad celulozy,
hemicelul6z a ligninu. Tato Skala enzymi je nasledné uvedena do kontextu
jednotlivych houbovych ekologickych skupin ¢i potravnich gild, hub saprotrofnich
dievokaznych, tradi¢né rozdélovanych na houby bilé a hnédé hniloby, a dale hub
mykorhiznich, spodtypy ektomykorhizni, arbuskularni a erikoidni mykorhizy.
V neposledni tadé je zde predstaveno nékolik hypotéz a prikladi ptisobeni
enzymatickych vlastnosti mykorhiznich hub na ekofyziologii a distribuci hostitelskych

rostlin a na kolobéh uhliku v pidnim prosttedi.

2. Degradativni  extracelularni enzymy s karbohydratovou

aktivitou u hub

Nékteré komplexnéjsi slouceniny jsou prili§ rozmérné na to, aby mohly byt pro
zpracovani dopraveny béznymi mechanismy dovnitf bunky. Aby mohly byt burtice
zpristupnény ziviny, které tyto polymery obsahuji, musi byt nejprve rozstépeny na
mensi molekuly vné bunky. O tuto prvotni degradaci se stard Sirokd skupina
extracelularnich enzymi. VIdknité houby jsou heterotrofni organismy proristajici
hyfami substrat, pricemz jsou obdareny vyjimec¢nou schopnosti sekretovat do néj
znacné mnozstvi extracelularnich enzymi u ostatnich eukaryot nevidané diverzity.

Houby tedy travi nejen extracelularné€, ale vlastné i extraorganismalné, a jejich mycelia



N4

tim padem predstavuji, da se nadnesené fici, ,,stifeva naruby“ (Read, 2011). Substratem,
z néhoz timto zplisobem ziskavaji velmi a¢inné Ziviny, je vétsinou rostlinny material
s vyraznym podilem lignocelul6zy. Do vyroby tohoto komponentu bunééné stény totiz
rostliny investuji az polovinu jimi fixovaného uhliku (Sanchez, 2008). Lignocelul6zu
tvori zejména polysacharidy celul6za, hemicelulozy a heteropolymer lignin,
poskladany z nepravidelné pospojovanych fenolickych podjednotek (Chen, 2014).

Jejich vzajemné postaveni vidime na Obrazku 1.

A

lumen

sekundarni
bunécna

sténa

primarni bunécna
sténa

stredni lamela

celuloza

Obrazek 1: ZjednodusSenda struktura rostlinné bunécéné stény (A), a
vzdjemné polohy polymerit primarni (B) a sekundarni (C) bunééné stény,

prevzato a upraveno dle Rytioja et al., 2014.

Enzymy, které degraduji, syntetizuji ¢i modifikuji komplexni uhlovodiky, byvaji
sdruzovany pod nazvem CAZymy (Carbohydrate-Active enZymes). Spolehlivou a stale
aktualizovanou databazi téchto enzymu je CAZy.org. Enzymy jsou zde klasifikovany do
tfid dle podobnosti jejich aminokyselinové sekvence (Drula et al., 2022).
Extracelularni enzymy, které houby pouzivaji pro degradaci lignocelul6zy, nélezi v této
databazi zejména do ttidy glykosid hydrolaz a pak také do tiidy nazvané ,auxiliary

activities“, tedy enzymu doplnkovych aktivit (Andlar et al., 2018).
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2.1. Glykosid hydrolazy

Soubor extracelularnich hydrolytickych enzymi@ houbam slouzi k degradaci
polysacharidové ¢asti bunécnych stén, tedy zejména k rozkladu celul6zy a hemicelul6z
(Sanchez, 2008).

2.1.1. Celulazy
Celuldza je linearni polysacharid tvoreny D-gluk6zami propojenymi [3-1,4-
glykosidovou vazbou. V bunécné sténé lze odlisit oblasti pravidelné uspotradanych
a vodikovymi mistky provazanych vldken krystalické celulozy, a nésledné oblasti
amorfni, které jsou vlivem mensi provazanosti 1épe dostupné prave hydrolytickym
enzymim. Zakladni jednotkou je celobi6za, sestavajici z dvou D-glukéz, které jsou
v krystalické oblasti proti sobé natoceny o 180° (Chen, 2014). Houby pro degradaci
celulozy casto vyuzivaji extracelularni sadu sestavajici zendo- aexo-1,4-B-
glukanaz Stépicich celobiohydrolaz a B-glukosidaz (Baldrian & Valaskovéa, 2008). Ty na
Stépeni tak odolného substratu nepracuji kazda samostatn€, nybrz ¢asto koordinuji
exo- a endoglukanazy do synergistickych dé€ji (Lynd et al., 2002).

Endo-1,4-B-glukanazy (EG) jsou monomerické enzymy Stépici vlakno celulozy
na ndhodnych mistech, ¢imz produkuji rtizné dlouhé oligosacharidy s redukujicim
a neredukujicim koncem (Lynd et al., 2002). Je pomérné bézné, Ze jeden druh houby
syntetizuje vicero typi EG, napiiklad stopkovytrusnd houba bilé hniloby
Phanerochaete chrysosporium vyuziva EG38! a EG44, které obsahuji celul6zo-
vazebnou doménu (Uzcategui et al., 1991a), a EG28, ktera tuto doménu neobsahuje, je
tedy mensi a snadné€ji pronikne do mist, kam se jiné EG nevejdou. Patrné zajistuje
bobtnani, a tedy zvétSovani pristupného povrchu celul6zy. Endoglukanaza totiz dokaze
Stépit témeér vyhradné v oblastech amorfni celulézy. Vieckovytrusna Trichoderma
reesei syntetizuje funkéné podobné EG; jeji EG I a EG II funkéné odpovidaji EG38
a EG44. EG III u Trichoderma stejné jako EG28 u P. chrysosporium chybi celul6zo-
vazebna doména (CVD) (Henriksson et al., 1999) a geny pro né jsou dokonce
homologni, ptricemz doty¢né druhy patri kazdy do jiného kmene Dikaryi (Lynd et al.,
2002), které se od sebe oddélily jiz pred 635 miliony let (Kohler et al., 2015). Oproti
P. chrysosporium ma tato vireckovytrusna houba navic jesté dvé dalsi EG, oznac¢ované
jako EG IV a EG V (Karlsson et al., 2001).

1 Cislo v nazvu znaéi molekularni hmotnost v kDa.
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Exo-1,4-B-glukan celobiohydrolazy (CBH) jsou monomerické exoglukanazy.
Z konce naruseného vlakna celul6zy, na které se vSechny vazou prostrednictvim CVD,
odstépuji celobiozu. Pokud se CVD nachézi na C-konci proteinu, $tépi od redukujiciho
konce vldkna, a pokud na N-konci, §té€pi od konce neredukujiciho. U P. chrysosporium
byly zaznamenény tfi CBH. CBH58 a CBH62 se vazou na redukujici konec a CBH50 na
konec neredukujici (Uzcategui et al., 1991b, Baldrian & Valaskova, 2008). U CBH
T. reesei opét nachazime funkcéni podobnosti, jeji CBH I stépi vlakno od redukujiciho,
a CBH II od neredukujiciho konce (Henriksson et al., 1999). Geny pro né jsou rovnéz
homologni ke geniim mechanismem odpovidajicim CBH58 a CBH50 (Uzcategui et al.,
1991b). Je patrné, Ze tyto dva typy CBH musi byt pro efektivni zpracovani celulozy
pritomny oba, a $tépit ji kazdy od svého konce ve vzijemném exo-exo synergismu
(Fagerstam & Pettersson, 1980, Lynd et al., 2002). Synergismus se v houbovém
celulolytickém aparatu vyskytuje i vendo-exo podobé. Vlakno celul6zy naruseno
v amorfni oblasti diky konani EG mtize byt nadale Stépeno i v oblasti krystalické, do
které se postupnym odstipovanim celobidz dostanou pravé CBH (Henrissat et al.,
1985).

B-glukosidazy (BGL) stépi zejména celobidzu za vzniku dvou glukéz. Tento
enzym umi syntetizovat kromeé hub a celulolytickych bakterii, jako tomu bylo u enzymu
predchozich, fada dalSich mikroorganismii a je tedy co do velikosti velmi variabilni.
Navic kromé zde popsanych extracelularnich existuji i jeho vnitrobunééné, ¢i
s bunéénou sténou asociované varianty, kterych je vné burnky vétSina, a to patrné za
ucelem zabranéni difuze glukozy do okoli (Lynd et al., 2002). Tato variabilita je patrna
i vramci jednotlivych druhti; u P. chrysosporium bylo zaznamendno pres 10 riizné
velkych (45-410 kDa) a situovanych BGL. Jsou inhibované gluk6zou a nékteré z nich
obsahuji i CVD (Baldrian & Valaskova, 2008). U T. reesei byly popsany pouze dvé
extracelularni BGL, mensi zasadita BG I (71 kDa, pI = 8,7) a vétsi kysela BG II (114 kDa,
pl = 4,8), pricemz obé jsou inhibovany glukézou (Chen et al., 1992). Endo-1,4-3-
glukanaza a CBH jsou inhibovany celobi6zou, z ¢ehoz plyne dilezitost BGL, pro niz je
pravé celobi6za substratem, vregulaci celkové rychlosti rozkladu celulézy
(Howell & Stuck, 1975).

2.1.2. Hemicelulazy

Hemicelul6zy jsou na rozdil od celulézy tvoreny riznymi typy glukanovych
podjednotek v riznych pomeérech, provazanych B-1,4 ¢i -1,3 vazbami do vldkna

s postrannimi fetézci. Na rozstépeni vazeb mezi heterogennimi podjednotkami, mezi
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které patii D-xyléza, D-mano6za, D-glukdza, D-galaktéza, L-arabin6za a D-kyseliny
glukuronova, 4-O-metyl-glukuronova a galakturonova, je tedy tireba synergie rady
rozliénych hydrolytickych enzymii (Sanchez, 2008). O hemicelulazach je v odborné
literatue pojednavano podstatné méné nez o celulazach, a proto zde budou
predstaveny struc¢néji.

Xylany, hemicelulozy s pateri z xyloz, stépi na xylo-oligosacharidy v nahodnych
mistech fetézce endo-1,4-B-xylanéza, jejiz ¢innost dokon¢i rozdélenim na jednotlivé
xylézy exo-1,4-B-xylosidaza. Stejné koncovky zna¢i obdobnou funkci enzymi
zamérenych na mandézy, endo-1,4--manéaza produkuje oligosacharidy a exo-1,4-
manosidaza zase monomery tohoto sacharidu. I zde se uplatnuji $-glukosidazy, a to
zejména na rozstépeni vazby mezi gluk6zou a mandzou (Sanchez, 2008). Jednotlivé
druhy hub opét exprimuji vicero variant téchto enzymi, ty se mezi sebou lisi naptiklad

v afinité k riznym cetnostem vétveni hemicelul6zového vlakna (Jeffries, 1994).

Dale maji houby ve svém hemicelulolytickém arzenilu rozliéné pomocné
enzymy, mezi néz se radi i nékteré esterazy, ovSem ze zde diskutovanych hydrolaz
disponuji naptiklad a-glukuronidazou, a-galaktosidazou ¢i a-L-arabinofuranosidazou
pro pripad napojeni postrannich fetézcti na hlavni prostfednictvim a-1,2- nebo a-1,3-
glykosidické vazby (Andlar et al., 2018).

2.2. Enzymy doplnkovych aktivit
Enzymy doplnkovych aktivit (auxiliary activities) ve své rtiznorodé skupiné sdruzuji
redoxni enzymy, které napomahaji CAZymim z ostatnich t¥id v jejich funkci, a to pti
degradaci komplexnich substratii, zejména ligninu (Levasseur et al., 2013). Jejich
synergie s hydroldzami spociva taktéz v tom, Ze jim pres odolny lignin ¢i krystalické

useky celulozy proklestuji cestu k jejich substratu (Andlar et al., 2018).

2.2.1. Lytickeé polysacharid-monooxygenazy

O funkci houbovych lytickych polysacharid-monooxygenaz (LPMO) se vi teprve od
roku 2010, a od té doby se intenzivné pracuje na odkryvani jejich role v aparatu pro
rozklad polysacharidii. Vaaje-Kolstad se spolupracovniky roku 2010 zjistili, Ze enzym
dosud razeny do rodiny glykosid-hydrolaz GH61 §tépi chitin na oligosacharidy, jejichz
cukr je na nové vzniklém redukujicim konci oxidovany. To znamena, Ze a¢ jsou LPMO
svym plochym povrchem, priléhajicim tésné na substrat (Karkehabadi et al., 2008)z2,

podobné hydrolytickému mechanismu (hydrolytické enzymy vazou jednotlivé retézce

2 Ve svém vyzkumu popsali strukturu, ale jesté jim byla nezndm4 funkce.
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v tunelech ¢i kapsach), vyuzivaji pro svou funkci oxidativni cestu. Ze studie Vaaje-
Kolstada a kolektivu (2010) déle vyplyva, Ze stejny Géinek bude enzym mit na celulézu,
coz se potvrdilo. Quinlan a spolupracovnici roku 2011 dodali, Ze je kjeho funkci
potfeba médnaty iont a donor elektront, naptiklad kyselina askorbova ¢i gallova.
Elektrony ale mohou byt dodavany i ¢innosti dalsiho enzymu, dehydrogenazy celobidzy
(CDH), ktera je ziskava oxidaci disacharidu obsazeném ve svém nazvu. Deleci genu pro
CDH se vyrazné snizila iroven ¢innosti celulaz, které na oplatku zavisi pravé na LPMO
(Phillips et al., 2011). Objev LPMO poupravil dosavadni pohled na paradigma rozkladu
celuldzy; k doposud znamé endo-exo a exo-exo synergii hydrolaz dodal chybéjici prvni
krok, a to sice odpovéd na problematiku rozpojeni krystalickych oblasti celul6zy, na
které LPMO nased4, oxiduje je, a tak pripravi pro ¢innost hydrolaz, jejichz ¢innost je
tim padem zvySena (Horn et al., 2012). Tuto kompletni predstavu synergie ukazuje
Obrazek 2. Variabilita mezi jednotlivymi ¢leny této skupiny, dnes Fazené mezi enzymy
doplnkovych aktivit, je zna¢na, a jednotlivé druhy hub maji k dispozici vétsi mnozstvi

téchto variant, kodovanych az ve 40 rtiznych genech (Andlar et al., 2018).

kyselina
askorbova

NR_‘JQ\ M \_u \‘)’_,\__q_/
NR{> O%\_& o b / 3_,_[

-_/

krystalicka , ' amorfnl oblast | krystalicka
oblast celulozy ' oblast
exo-1,4-B-glukan exo-1,4-B-glukan
L cellobichydrolazaz NR cellobiohvdrolaza z R
NR - neredukujici , CBHII konce CBH I Y
konec celuloz < > D-glukoza . konce .
Y BGL| pB-glukosidaza E endo-1,4-B-glukanaza

R - redukujici konec
celuljc')zy N-O—Qn - -Iytic ka polysacf?arid - dehydrogenaza celobidzy
celobioza monooxygenaza

""O—Q—Qn cellotrioza

Obrazek 2: Schéma enzymatické degradace vlaken celulbzy synergistickou ¢innosti celulaz

aenzymit doplitkovych aktivit, prevzato a upraveno dle Andlar et al., 2018.
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2.2.2. Degradace ligninu

Lignin je heterogenni polymer sestaveny z 3 typt fenylpropanovych podjednotek,
derivati p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapylalkoholu. Jeho heterogenita,
ktera je spolu s obsahem fenoli divodem jeho obtizné rozloZzitelnosti, prameni
z nepravidelnosti vazeb mezi monomery vzijemné€, a rovnéz mezi ligninem a ostatnimi
komponenty rostlinné bunééné stény. Tyto éterové nebo uhlik-uhlik vazby vznikaji
oxidativni radikalovou polymerizaci vlivem rezonance na rtiznych atomech, ovSem na
nékterych s vyssi pravdépodobnosti (Dimmel, 2016). I pti jeho rozkladu je vyuzita
nefizen4 sila kyslikovych radikalii, jde tedy o oxidativni proces. Uplnou degradaci
ligninu i jeho podjednotek zajistuji peroxidazy, lakazy dokazi odstépovat pouze celistvé

ligninové podjednotky (Wong, 2008).
2.2.2.1. Peroxidazy

Lignin peroxidaza (LiP) byla poprvé izolovana z Phanerochaete chrysosporium
Tienem a Kirkem (1983), kteri ji popsali jako extracelularni ligninazu o 42 kDa,
vyzadujici k oxidaci fenolickych i jinych substrat peroxid vodiku. Od té doby bylo
objeveno vicero izoenzymi u P. chrysosporium i u jinych hub, ve velikostnim rozpéti
38-46 kDa, a popsan reakéni mechanismus, ktery spoc¢iva v oxidaci nejprve hemového
Zeleza pomoci peroxidu vodiku, a posléze fenold, které jsou timto preménény na
kyslikové radikaly (Wong, 2008). Je pomérné nespecificka, kromé fenolickych slozek
ligninu zvlad4 rozkladat i nékteré nefenolické, a to skrz jejich pfeménu na kationtové
radikaly odejmutim jednoho elektronu (Kersten et al., 1985).

Pro prvni izolaci manganové peroxidazy (MnP) byl pionyrskym organismem také
P. chrysosporium, a to ve studiich Glenna a Golda a rovnéz Paszczynského
s kolektivem (vysly témér zaroven roku 1985). Popsana zde byla jako peroxidaza
s aktivitou zavislou na pritomnosti Mn!! iontu, ktery je enzymem oxidovan na Mn!IL.
Trojmocny iont se nasledné od enzymu oddéli a je ihned stabilizovan chelata¢nimi
¢inidly ve formé organickych kyselin, které produkuje a do svého okoli vypousti sama
houba. Tato slouéenina difunduje k substratu, ktery jednim elektronem zoxiduje
(Glenn et al., 1986). Kromé fenolickych dokaze rovnéz rozkladat i nefenolické
substraty, ovSem na rozdil od LiP tak ¢ini na zakladé odejmuti celého vodiku, k ¢emuz
vétSinou potiebuje jesté radikalovy mediator, ktery miize Mn!! vyvorit napriklad

z nenasycené mastné kyseliny (Reddy et al., 2003).

15



Versatilni peroxidaza (VP) je enzym, ktery nenajdeme u P. chrysosporium, nybrz
u jinych hub bilé hniloby, jako jsou rody Bjerkandera a Pleurotus. Ve své strukture
obsahuje vazebné misto pro manganaty iont, ktery také umi oxidovat, ale fungovat
dokaze i bez néj, a pak je reakénim mechanismem blizsi spiSe LiP. Jedna se tedy patrné

o hybrid téchto dvou enzymt (Mester & Field, 1998, Wong, 2008).

2.2.2.2. Lakazy

Lakéaza, objevena jiz roku 1883 ve Skumpé lakodarné (Toxicodendron vernicifluum),
podle niz se také nazyva, se fadi mezi viibec prvni popsané enzymy. Kromé hub se
vyskytuje prave i u nékterych rostlin a také bakterii (Yoshida, 1883, Wong, 2008). Patii
mezi takzvané modré oxidazy vyuzivajici méd, ve své strukture vaze zpravidla Ctyti
ionty tohoto kovu. Sprahuje totiz jednoelektronovou oxidaci daného substratu
s redukei molekularniho kysliku na vodu, k ¢emuz je potreba ¢étyt elektronti (Thurston,
1994). Lakaza rozklada lignin oxidaci jeho fenolickych, a za pritomnosti mediatoru
i castéjSich nefenolickych podjednotek (Bourbonnais & Paice, 1990). Kromé
depolymerizace se ale tcastni i opa¢ného procesu, polymerizuje lignin a jiné
makromolekuly, a to za Gcelem detoxifikace. Nékteré meziprodukty rozkladu ligninu ¢i
fenolické polutanty totiZ mohou jako monomery inhibovat riist hub, a je tedy treba je

vazbou inaktivovat (Bollag et al., 1988, Wong, 2008).

3. Enzymaticka vybava jednotlivych houbovych gild

Pojem gilda v ekologii oznacuje skupinu organismi, které vyuzivaji podobné zdroje
podobnym zptisobem. Houby miizeme vtomto ohledu v $irSim smyslu délit na
saprotrofy, symbionty a patogeny, pricemz tyto skupiny obsahuji podkategorie, blize
specifikujici jimi vyuzivané zdroje. V této bakalarské praci bude pojednavano o gildach
hub saprotrofnich, se zvlastnim prihlédnutim na rozkladace dreva, a jednotlivych
typech hub mykorhiznich, spadajicich do skupiny symbionti. Je nasnadé, Ze pokud je
pojitkem gild pravé zptisob ziskavani zivin, budou tyto skupiny disponovat podobnym
arzenalem extracelularnich enzymi, které houbam umoznuji dané ziviny zptistupnit.
Pro predpovézeni miry a typu enzymatického pisobeni houbovych druht
v biogeochemii ptid a opadu je pravé prislusnost k dané gildé tim nejspolehliveéj$im
ukazatelem. Pfed¢i dalsi dva vyznacné faktory, a to evoluc¢ni historii druhu a pocet kopii

gent pro degradativni enzymy (Talbot et al., 2015).
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3.1. Saprotrofni houby

Pro saprotrofy je primarnim zdrojem uhlikatych latek odumfela organicka hmota,
kterou uc¢inné rozkladaji. Svou hydrolytickou a oxidativni aktivitou hraji dilezitou roli
v biologii ptid (Damon et al., 2012) a obecné v cyklu uhliku, ktery je ve velkém mnozZstvi
ulozen v rostlinné biomase v podobé lignocelul6zy. Saprotrofické houby jsou viibec
nejucinnéjsimi rozkladaci téchto biopolymert. V lesnich ekosystémech tvori nejvétsi
cast biomasy, a tedy nejvyznamnéjsi zasobarnu uhliku, dievo (Worrall et al., 1997).
Tim se zivi cel4 rada drevokaznych hub, nejvice z nich nalezi do tridy Agaricomycota
(Krah et al., 2018). Na zpristupnéni zZivin ztohoto Spatné rozlozitelného materialu
s vysokym obsahem ligninu jsou vybaveny rozlicnymi CAZymy. Tradi¢né se podle

mechanismu, kterym di‘evo rozkladaji, déli na houby bilé a hnédé hniloby.

3.1.1. Houby bilé hniloby

Houby bilé hniloby dokazi rozlozit vSechny slozky rostlinnych bunéc¢nych stén. Jsou
specialisté na dekompozici ligninu, jako jediné organismy jsou schopny jeho G¢inného
rozkladu az na CO-. (Worrall et al, 1997, Floudas et al., 2012). K dispozici pro to maji
na jeden genom v primeéru 14 genti pro peroxidazy, zahrnujici LiP, MnP i VP. Nejvice
ze vSech gild maji i glykosyl hydrolaz a LPMO. Tato dosti extrémni potravni strategie
pritom neni ze zde diskutovanych gild odvozen4, ale je pravé naopak tou ptivodni.
Poslednim spoleénym predkem tridy Agaricomycota, ktera vznikla pred cca 290
miliony let, byl praveé zastupce hub bilé hniloby. To urcuje startovni ¢aru, ze které se na
nove vznikajici potravni strategie v této tiidé prestupovalo uz jen snizovanim poctu

CAZymi (Floudas et al., 2012).
3.1.2. Houby hnédé hniloby

Houby hnédé hniloby rozkladaji ve direvé pro akvizici uhliku celul6zu a hemicelul6zy,
zatimco lignin modifikuji, ale nerozkladaji (Worrall et al., 1997). Tato strategie vzesla
z hub bilé hniloby a jeji nejméné ¢tyti ptivody konvergentné doprovazely vyrazné ztraty
amodifikace v genech pro enzymaticky rozklad lignocelul6zy, v primeéru jich na genom
maji 46 oproti 87 u hub bilé hniloby (Floudas et al., 2012). Ztratily je nejspise jako
odpovéd na nové vznikajici niku energeticky vyhodn€ji rozlozitelného dreva
krytosemennych rostlin (Krah et al., 2018). Houbam hnédé hniloby chybi peroxidazy.
Nékterym rodinam glykosyl hydrolaz po prestupu na tuto strategii pocty vzrostly, jako
je tomu naprtiklad u EG rodiny GHj5, zatimco jinym, jako jsou EG a CBH z rodiny GH7,
poklesly. Ztraceno bylo i mnozstvi LPMO (Eastwood et al., 2011). Pravé CBH a LPMO
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jsou diilezité pro rozklad krystalickych oblasti celul6zy (Baldrian & Valaskova, 2008).
Enzymtu pro oxidativnhi dekompozici ligninu se vzdaly nejspiSe z dvodu jejich
vysokych energetickych narokti (Eastwood et al., 2011). Ty se nevyplati pro zisk C
pokryvat, pokud dekompozitor nema jiny spolehlivy piisun tohoto prvku, a proto se
rozklad ligninu fadi mezi kometabolické procesy (Kirk et al., 1976). Misto peroxidaz
drevo atakuji nejprve neenzymatickym oxidativnim mechanismem, pii kterém do

substratu sekretuji hydroxylovy radikal, generovany ve Fentonové reakei:
Fe2+ + H-O2 + H* — Fe3* + -OH + H-O
Nasleduje hydrolyza celulozy a hemicelul6z ¢innosti zbylych GH, pracujicich ve vyse

popsané synergii (Eastwood et al., 2011).

3.2. Mykorhizni houby
Mykorhiza je mutualisticky vztah, tvoreny rtiznymi liniemi hub a kofeny az 92 %
vysSich rostlin (Brundrett & Tedersoo, 2018). Mykorhizni houby dodavaji rostlinaim
vodu, ochranu pied stresem a také mineralni latky, které svym myceliem tézi v pade.
Na oplatku maji zajiStén staly prisun fotoautotrofné asimilovaného redukovaného
uhliku (Smith & Read, 2003). Vznik mykorhizni symbiozy sehral dilezitou roli pii
adaptaci rostlin na novy zptisob ¢erpani zivin pti jejich prechodu na sous, casové se
tyto udalosti prekryvaji (Simon et al., 1993). Mykorhizy ovS§em vznikaly v evoluci
z ptvodni saprotrofni strategie opakovaneé a rozlisily se na 4 zakladni typy, mykorhizu
arbuskularni, erikoidni, orchideoidni a ektomykorhizu. Tyto typy jsou sice anatomicky
a funkcné odlisené, ale presto s ndpadnymi rysy konvergence. Ty jsou charakterizovany
nékterymi spoleénymi genetickymi udalostmi. Patfi mezi né proliferace
transponovatelnych elementii, vznik novych gent ¢i novych symbiotickych funkei pro
geny ptvodni a také rozsahlé ztraty enzymi zodpovédnych za rozklad rostlinnych
bunéc¢nych stén, mezi néz patri i extracelularni CAZymy (Miyauchi et al., 2020).
3.2.1. Arbuskularné-mykorhizni houby

Arbuskularni mykorhiza (ARM) je nejstarsim a nejrozsiten€jsim mykorhiznim typem,
vtomto mutualistickém vztahu je vazano priblizné 72 % cévnatych rostlin
(Brundrett & Tedersoo, 2018). Podle Simona a kolektivu (1993) vznikla priblizné pred
400 miliony let a byla patrné dtlezitym faktorem pro prechod rostlin na sous.
Arbuskularné-mykorhinzi houby se fadi do pododdéleni Glomeromycotina
s charakteristickymi coenocytickymi hyfami s obrovskym mnozstvim jader. Pro

symbiozu vytvari arbuskule, vétvené ttvary, kterymi pronikaji pres bunéénou sténu
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bunék kotrent a vezikuly, klubkovita skladisté zivin, které jsou zpludy cCerpany
extraradikalnim myceliem. To funguje viceméné jako prodlouzené rostlinné koreny,
schopné cerpat ziviny pouze v rozpustné mineralni forme. Za svou mimoradné dlouhou
dobu existence se plné adaptovaly na symbioticky zptisob Zivota (Smith & Read, 2008).
To se projevuje i naprostou ztratou genti pro extracelularni CAZymy rozkladajici
rostlinné bunécné stény (Tisserant et al., 2013).

Po sekvenaci genomu druhu Rhizophagus irregularis vyslo najevo, Ze tato houba
zcela postrada CAZymy oxidativniho charakteru, peroxidazy, CDH i LPMO. Z glykosid
hydroléz zbylo jen pomalu, a Zddné z nich se nezapojuje do dekompozice rostlinnych
bunéénych stén. To znameni, Ze i ¢asteéné rozlozeni bunécné stény pro priinik
arbuskule zajiStuje svymi enzymy sama rostlina (Tisserant et al., 2013). U druhu
Glomus intraradices byly vysledky obdobné. Chybély GH pro degradaci krystalické

i amorfni celul6zy i hemicelul6z, kromé nékolika EG a CBH (Tisserant et al., 2012).

Arbuskularné-mykorhizni symbionti jsou vyznamni hlavné pro absorpci fosforu,
pro ARM rostliny ¢asto limitujiciho prvku, nalézajiciho se v ptidé zejména ve velice
malo mobilni inorganické podobé. Jejich role v absorpci dusiku neni az tak jasna
(Smith & Smith, 2011). Bylo pozorovdno, ze ARM houby aktivnhé sméruji rtst
k ostritvkim POH bohatym pravé na dusik, a na to konto jim néktefi autori prisuzovali
i saprotrofni schopnosti (Warner & Mosse, 1980). Dnes jiz vime, ze dekompozi¢ni
schopnosti nasledkem adaptace na symbioticky Zivot ztratily (Miyauchi et al., 2020)
a ze v ostriiveich POH zfejmé kompetuji o dusik, ktery byl z organickych komplext
uvolnén ¢innosti mikrobti, jejichz ¢innost svou pritomnosti hyfy ARM hub stimuluji
(Hodge et al., 2001). V prostfedi typickém pro ARM rostliny navic N nebyva
limitujicim prvkem, je totiZ charakterizovano rychlym obratem zivin a nizkym podilem
POH (Read & Perez-Moreno, 2003).

3.2.2. Ektomykorhizni houby
Pri ektomykorhize vytvari hyfy mnoha druht hub z fad stopkovytrusnych

i vieckovytrusnych predev§im v kofenech drevin dva specifické anatomicko-
morfologické tutvary. Vypliuji intercelularni prostory kofenti systémem zvanym
Hartigova sit a objimaji kofen z vnéjsi hyfovym plastém. Do okolni ptidy proristaji
extraradikadlnim myceliem. V naprosté vétsiné jsou ektomykorhizni (ECM) houby
asociovany s drevinami, zvlasté vyznamnym vztahem je jejich symbidza s celedi
Pinaceae v lesich mirného pasu a tajgy (Smith & Read, 2008). Obecné plati, ze prechod

na ECM zivotni strategii byl u hub doprovazen vyraznymi ztratami gend pro
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degradativni extracelularni enzymy rostlinnych bunécénych stén, ovSem u nékterych
z nich se kopie téchto genii zachovaly (Kohler et al., 2015). Tento vyvoj mé tak paralely
s vyvojem gildy hub hnédé hniloby (Eastwood et al., 2011).

Ektomykorhiznim houbdm a drovni zachovani jejich dekompozi¢nich, c¢i
saprotrofnich schopnosti bylo vénovano mnoho ¢lankd i experimentid. To poukazuje
na vyznamnost tohoto tématu, vzdyt ektomykorhizni houby svou biomasou casto
dominuji ptiddm lesnich ekosystému a jejich ekofyziologie tak nesmirné ovliviiuje
nejen jejich prostredi (Tedersoo & Smith, 2013, Smith & Read, 2008). Diskuze na toto
téma ovsem prinasela rozporuplné vysledky, které ho ucinily pomérné kontroverznim.

Jizv jednom z prvnich pojednani o mykorhize v roce 1894 jeho autor Frank tvrdil,
ze aby mohly ECM houby poskytovat svym symbiontiim dostatek zivin, musi mit
schopnost rozkladat opad. Na tento nazor se vSak pozapomnélo a dlouhou dobu poté
byly ECM houby vnimany de facto jako prodluzovaci nastavby korenii, schopné cerpat
pouze rozpustné mineralni ziviny, podobné jako tomu je u ARM (Lindahl & Tunlid,
2014). Na prozkoumani dekompozi¢nich vlastnosti byly od 80. let provedeny cetné
laboratorni i terénni vyzkumy (shrnuti praci do zacatku stoleti viz napt. Read & Perez-
Moreno, 2003), z nichz nékteré byly zpochybnény pro jejich nepresnost a prili§ smélé
domnénky (Cairney et al., 2003, Baldrian, 2009). Nicméné zacal prevazovat nazor, ze
hranice mezi houbami saprotrofnimi a symbiotickymi nemusi byt tak jasna, za jakou
se dlouho povazovala (Koide et al., 2008). Svétlo na tuto problematiku pak vrhl
zejména prudce se zvySujici pocet sekvenovanych genomi a naslednych srovnavacich
genomickych analyz. Do uvazovani védci vesla i skuteénost, Ze schopnost tvotit ECM
symbi6zu vznikla ve vice nez osmdesati houbovych fylogenetickych skupinach
nezavisle na sobé (Tedersoo & Smith, 2013). Ustavila se tak mysSlenka, Ze byt troven
konvergence pri izolovanych vznicich této Zivotni strategie udivuje (Miyauchi et al.,
2020), prece jen zalezi na tom, jaké geny si konkrétni druhy ptinesly od svych predki
z fad rznych linii hub (Bodeker et al., 2014, Pellitier & Zak, 2017). Obecné ale plati, Ze
prechod na ECM zivotni strategii byl pokazdé doprovazen ztratou genti pro
degradativni extracelularni enzymy rostlinnych bunécénych stén. Primérna hodnota
133 genovych kopii u hub bilé hniloby se u ECM snizila na v priméru 62 naptic¢ v§emi
rodinami CAZymu (Kohler et al, 2015). Ektomykorhizni houby zfrad
stopkovytrusnych maji méné celulaz, hemicelulaz i pektinaz a oxidativnich enzymu
doplnkovych aktivit nez zastupci jakékoli jiné gildy v této vétvi Dikaryi (Miyauchi et al.,

2020). Enzymi schopnych rozkladu rostlinnych bunéénych stén se vzdaly nejspise aby
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neposkozovaly své mutualistické partnery ¢i aby unikly jejich obrannym
mechanismtm (Doré et al., 2015). Zaroven ovSem bylo vyhodné si nékteré z enzymi
ponechat, protoze selekce obzvlasté v prostredich chudych na Ziviny a bohatych na
POH, které jsou pro rist ECM rostlin typické, smétrovala k symbiontim s ¢aste¢né
ponechanym arzenalem zejména oxidativnich enzymii (Read & Perez-Moreno, 2003).
Nasleduje predstaveni enzymatické vybavy modelovych druhtt ECM hub s predky
z riznych gild.

Pri sekvenaci genomu druhu Laccaria bicolor (lakovka dvoubarevna) zradu
Agaricales bylo zjisténo, Ze doslo ke ztraté témér vSech glykosid hydrolaz. Z celulaz
zbyla jen jedna z rodiny GH5 s CVD, hemicelulazy na tom byly obdobné, a to znadi, ze
tato houba jiz nedokaze vyuzivat rostlinné bunééné stény jako zdroj uhliku (Martin et
al., 2008). Malé mnozstvi extracelularnich enzymi, které ji zbyly, vyuziva pro ustaveni
struktur symbiozy, jak dokazali Zhang se spolupracovniky (2018), pro tpravy vlastnich
bunéénych stén. Novéjsi studie u tohoto druhu objevila i jednu peroxiddzu a nemalé
mnozstvi LPMO (Miyauchi et al., 2020). L. bicolor pochazi pravdépodobné z linie

rozkladact opadu (Shah et al., 2015).

Paxillus involutus (Cechratka podvinuta) je ECM druh z fadu Boletales. V tomto
fadu ECM vznikla nezavisle vicekrat, vétSinou z predkd nalezicich do hub hnédé
hniloby (Kohler et al., 2015). Tomu odpovidd mechanismus, kterym P. involutus
rozklada POH. Podobné jako ony depolymerizuje celul6zu a hemicelulozy a modifikuje
lignin, a to skrze oxidativni Fentonovy reakce a ¢innost oxidativnich enzymu jako jsou
lakazy a LPMO, ale nikoli peroxidazy. Z GH byla exprimovana pouze jedna EG z rodiny
GHo. Chybi mimo jiné CBH, zajistujici posledni krok rozkladu celuldzy, coz je jeden z
dikazii, ze ¢astecné rozlozené polysacharidy nevyuziva jako zdroj C. Pii prechodu na
symbioticky zptisob zivota tedy doslo kvyraznym ztratdm v enzymatické casti
degradac¢niho aparatu, ktery bézné u hub hnédé hniloby pracuje synergisticky
s radikalovym systémem, ktery si druh P. involutus ponechal (Rineau et al., 2012). Ve
studii zroku 2016 Shah a kolektiv postulovali, Ze radikalovy mechanismus
Fentonovych reakci by mohl byt rozsifen napri¢ vSemi ECM a doplnovat tak pri
dekompozici POH ¢innost oxidativnich enzymi.

Rekordmany v pocétech zachovanych peroxidaz jsou rody Cortinarius (pavucinec)
a Hebeloma (slzivka) z radu Agaricales. V genomu druhu C. glaucopus bylo nalezeno
11 gendl pro peroxidazy, coz je cCislo, které nalezneme i u nékterych hub bilé hniloby.

Jedna se ziejmé hlavné o MnP, jejichz pocty korelovaly s pomérné vysokou abundanci
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tohoto druhu v ptidé tajgy (Bodeker et al., 2014). V genomu H. cylindrosporum (ktery
je nejmensi ze vSech dosud sekvenovanych ECM) detekovala Kohler s kolektivem
(2015) tri MnP, Doré a Perraud s kolektivem (2015) dokonce ¢tyri MnP, z nichz dvé
byly pozitivné transkripéné regulované v médiu s vy$sim podilem organickych Zzivin.
S touto genetickou vybavou by tedy mohly tyto druhy byt schopny rozkladat lignin,
podobneé jako jejich predci z fad hub bilé hniloby (Kohler et al., 2015).

Pokud tedy ECM houby vlastni geny pro extracelularni enzymy schopné
rozkladu organické hmoty, k ¢emu je pouzivaji? V prvni fadé je dobré si uvédomit, jak
pripomnéli ve svém ¢lanku Lindahl a Tunlid (2014), Ze schopnost dekompozice
automaticky neznamena saprotrofii. Pro saprofagy je hlavnim zdrojem uhliku
odumrela organickd hmota, kterou jsou schopni rozlozit. Toho jsou, jak se ukazuje,
schopny i ECM houby, a instinkt veli predpokladat, Ze tak ¢ini za stejnym cilem jako
saprofagové, tedy pro zisk redukovaného uhliku. JenZe prisun tohoto prvku maji
mykorhizni houby zajistény od asociovanych rostlin a dekompoziénich schopnosti
zfejmé vyuzivaji pro jiné ucely. Dikazem miize byt to, Ze po podéani glukézy ECM
myceliu se mira exprese oxidativnich extracelularnich nezmensila, jak by tomu bylo,
pokud by byl jejich cilem zisk uhliku, ale naopak zvysila (Rineau et al., 2013). Dostupna
energie tedy byla vyuZita na néco jiného, a tim se ukazuje byt mobilizace dusiku, pevné
zabudovaného do odolnych organickych polymerti v POH a samotnym rostlindm tak
nedostupnym (Nannipieri & Eldor, 2009). Poukazuje na to mimo jiné fakt, ze dodani
amoniaku, zdroje N méné naro¢ného na zpracovani, zptisobilo snizeni aktivity MnP,
jak ukazala Bodeker s kolektivem (2014).

Byt tedy o ECM houbéach nelze tici, Ze by m€ly plné ani fakultativni saprotrofni
schopnosti, k ¢emuz se vyjadril jiz Baldrian (2009) a co je nyni podpoieno
genomickymi analyzami (Kohler et al., 2015, Miyauchi et al., 2020), ukazuje se, Ze
uréité dekompoziéni vlastnosti zejména oxidativniho charakteru si nékteré linie
zachovaly. Extracelularni CAZymy jim slouzi nikoli k zisku redukovaného C pro vlastni
pottebu, nybrz pro ustaveni symbidzy s koreny rostlin a také pro vyuziti bohaté zasoby
N, kterou je POH. Ackoli presné sloZeni enzymatického arzenalu se mezi jednotlivymi
vyvojovymi liniemi ECM hub lisi, a to nejspise jako prizptisobeni jejich konkrétni nice
(Buée et al., 2007), vysledek jejich chemického plisobeni na POH je podobny (Shah et
al., 2015). Transkripce oxidativnich enzymt schopnych rozkladu rostlinnych
bunécénych stén je kontrolovana a lokalizovana, dochézi k ni mimo symbiotické tkané,

aby nedoslo k poskozeni bunék a spusténi obrannych mechanismé rostlinného
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partnera (Miyauchi et al., 2020). V zatim jediném prokazaném pripadé u L. bicolor je
EG z rodiny GHj5 pouzivana pri tvorbé Hartigovy sité a transkripce je tak lokalizovana

v symbiotickych pletivech (Zhang et al., 2018).

3.2.3. Erikoidné-mykorhizni houby
Erikoidni mykorhiza (ERM) je typ endomykorhizy, pti kterém jsou bunky rhizodermis

kotenti celedi Ericaceae kolonizovany smotky hyf vétSinou vieckovytrusnych hub
(Smith & Read, 2008, Kohout, 2017). Houby, které se tohoto vztahu ucastni, si
zachovavaji schopnost rozkladat organickou hmotu a exprimovat znac¢ny pocet gent
pro extracelularni CAZymy. Svou genetickou vybavou se vtomto ohledu velmi
podobaji saprotrofim, dokonce je prevysuji v po¢tu genti pro glykosid hydrolazy.
Disponuji také mnohymi lakdzami, LPMO a CDH. Pro ustaveni symbi6zy je hladina
regulace téchto genli zvySena. Vzhledem k tomu, Ze ERM houby se vyskytuji i jako
endofytés, je mozné hypotetizovat, Ze jejich mykorhizni zptisob zivota se vyvinul praveé
z této odlisné asociace s rostlinami (Martino et al., 2018). Doslo k tomu vsak, na rozdil
od vyvinu ECM, bez ztrat sady genti pro rozklad bunéénych stén (Kohler et al., 2015).
Erikoidni mykorhiza vznikla n€kolikrat nezavisle na sobé€ a je ze vSech mykorhiznich
typli nejmladsi, jeji stari je odhadovano na 118 milionti let. Je tedy mozné, Ze vyjimecéna
schopnost rozkladat organickou hmotu je pouze reliktem piredchozi Zivotni strategie,
ktery se v postupu evoluce mutualistického vztahu vytrati (Martino et al., 2018).
Alternativni hypotéza naopak navrhuje, Ze praveé tato schopnost byla driverem vzniku

této enzymaticky mimoradné vybavené symbidzy (Read & Perez-Moreno, 2003).

Rostliny celedi Ericaceae jsou schopny riist a dominovat na velmi kyselych a co
do zZivnosti chudych ptidach, k éemuz jim vyrazné napomaha mutualisticky vztah,
ktery tvori sektomykorhiznimi houbami, jez si ponechaly vyrazné saprotrofni
schopnosti (Kohout, 2017). Nejvice limitujici je v jejich prostfedi mnozstvi dusiku,
ktery je vazan v chemicky odolné POH, tvorené zejména zbytky odumrelych rostlin
a mycelii. Pravé ERM houby jej dokazou zprostiedkovat svym symbiontiim, pro které
by jinak byl nedostupny, a tak posilit jejich rist (Kerley & Read, 1998). Riizné linie
ERM hub se lisi sadou enzymi, které podédily po svych predcich. Odlisuji se i tri
zastupci z tfidy Leotiomycetes. Oiodendron maius mé velké zastoupeni genidi pro

proteiny s celul6zo-vazebnou doménou a fadu hydrolaz hemicelul6z a pektint. Tento

3 Endofytismus je forma symbioézy, pti které hyfy mnoha druht hub osidluji rostlinn pletiva. Zd4 se, Ze
endofytické houby se nachazeji ve vSech volné Zijicich rostlinach, a maze jim ptinaset to jak zvyseni, tak
i snizeni fitness (Rodriguez et al., 2009).
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druh je dokonce schopen zivit se saprotrofné a zit samostatné v raseliné (Rice &
Currah, 2006). Rod Hyaloscypha se vyznacuje velkym poctem gent pro oxidativni
rozklad lignocelul6zy, jako jsou lakazy a CDH (Martino et al., 2018). U Hyaloscypha
erica uz Kerley a Read (1998)4 experimentalné zjistili schopnost rozkladu predev§im
chitinu, coz potvrdila genomicka analyza, kdyz u n€j Martino se spolupracovniky
(2018) objevili zna¢né mnozstvi gent pro chitinazy a chitin-vazebné domény. Kazda
z hub je tim padem specializovana na jiny substrat, coz se promita i na jejich rostlinné

symbionty, ktefi budou tim padem lépe prospivat na jiném slozeni POH.

4. Vlivenzymatickych schopnosti mykorhiznich hub na hostitelskeé
rostliny a jejich prostredi

Mykorhizni typy se lisi zptisobem, jakym z okolni ptidy ziskavaji ziviny, a to m4 vliv na

vlastnosti téchto piid, jako je rychlost dekompozice ¢i obsah C (Orwin et al., 2011).

Spoleéné€ s nékterymi vlastnostmi mykorhiznich rostlin a hub je toto ukazano na

Obrazku 3 na nésleduji stran€. Produkce CAZym1t déle koreluje s dalsimi faktory, jako

je rostlinna produkce a distribuce rostlinnych druhii na globalni irovni (Read & Perez-

Moreno, 2003).

4V jejich studii je oznacovan starsim rodovym jménem Hymenoscyphus.
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Obrazek 3: Vlastnosti hub, rostlin a ptid jednotlivijch mykorhiznich typi ve vztahu k ziskavani

Zivin, prevzato a upraveno dle Ward et al., 2022.

4.1. Cyklus C
Mykorhizni houby byly azZ doned4vna jakoZto vyznamni aktivni hraci v kolobéhu uhliku

opomijeny, jejich dtlezita role se postupné objasniuje az v poslednich letech. Vyzkum
tohoto fenoménu je sté€zejni mimo jiné pro kvantifikace modelt vlivu zmény klimatu
na globalni cyklus tohoto prvku (Lindahl & Tunlid, 2014).

Mezi piidami, ve kterych dominuji ECM ¢i ERM a mezi témi, kde dominuje ARM,
panuje zasadni rozdil v pidnim obsahu C, o priblizné 70 % vice C na jednotku N je

v ECM a ERM ekosystémech (Averill et al., 2014). Za timto markantnim rozdilem stoji
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predevsim dva mechanismy, které souvisi slisicimi se schopnostmi jednotlivych
mykorhiznich typi v rozkladu POH a tim padem s jejich vybavenosti extracelularnimi
CAZymy. Prvni z nich hovori o vlivu kompetice saprotrofi a mykorhiznich hub o Ziviny,
ktery uasti ve sniZzeni hladiny dekompozice (Orwin et al., 2011). Tento fenomén byl
popsan jiz diive jako efekt Gadgilovych (Gadgil & Gadgil, 1971), a bude zde zminén
praveé v souvislosti s nim. Druhym mechanismem je zvySeni rostlinné fixace uhliku
v odpovédi na vyssi prijem mineralnich zZivin dodavanych mykorhiznimi symbionty
(Orwin et al., 2011). Relativni velikost vlivu téchto dvou faktortu zavisi na konkrétnich
podminkach prostiedi, nejvetsi efekt maji v ptidach chudych na Ziviny, ale princip je
stejny napii¢ vSemi ekosystémy (Orwin et al., 2011, Averill et al., 2014). Nejnovéjsi
vyzkum na hranici boredlniho lesa a viesovisté také poukazuje na to, Ze mnozstvi
ptidniho C ovliviiuji vice rozdily v enzymatickych schopnostech mezi jednotlivymi
ECM druhy, nez pritomnymi ECM a ERM mykorhiznimi typy (Clemmensen et al.,

2021).

4.1.1.Efekt Gadgilovych
Fakt, Ze nékteré ektomykorhizni houby disponuji enzymatickym aparatem
sestavajicim predevsim z oxidativnich enzymi schopnych rozkladu ptdni organické
hmoty za Gcéelem zisku mineralnich latek, zejména dusiku, ovliviiuje mnozstvi uhliku
alokovaného v ptidé. O ptidni organickou hmotu kompetuje fada organismii, mezi nimi
saprotrofni a ektomykorhizni houby, které se touto kompetici vzajemné ovliviiuji.
Experimentalni data ukazuji, ze v ptidach, ve kterych se vyskytuji ECM houby, je
zpomalen rozklad a zvySen obsah uhliku (Gadgil & Gadgil, 1971). Tento jev se na pocest
manzelského paru védcii, ktefi jej popsali, nazyva efekt Gadgilovych. Ve svém ¢lanku
z roku 1971, popisujicim pokus zahrnujici odstranéni mykorhiznich mycelii, ukazuji, ze
diky stabilnimu prisunu energie a uhliku od svych rostlinnych partneri jsou
mykorhizni houby o krok napted pted saprotrofy. Ti totiz POH rozkladaji jak za tcelem
zisku energie, tak zivin, a tak mohou jiz energeticky zajisténé mykorhizni houby
rychleji kolonizovat vhodny substrat a saprotrofni konkurenty vykompetovat
(Smith & Read, 2008). Saprotrofni houby jsou tim padem jesté vice limitovany
nedostatkem zivin, a celkova rychlost dekompozice se jejich omezovanim snizuje

(Orwin et al., 2011).

Jak ve svém c¢lanku shrnuji Fernandez a Kennedy (2015), ovéiovani vysledki
experimentu zroku 1971 ustilo vrozporuplné vysledky. Piedstavuji zde i odlisné

prostiredky a nasledky kompetice saprotrofnich a mykorhiznich hub, které jsou ztejmé
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vysoce zavislé na kontextu abiotického i biotického prostredi. Silné se efekt
Gadgilovych projevuje zvlast v piidach s nizkym obsahem N, ktery je navic vazan
v odolnych organickych komplexech, a kde je tedy kompetice o n€j jesté vyostrenéjsi
(Orwin et al., 2011, Fernandez & Kennedy, 2015). Prispiva k nému naprtiklad i rozdil
v nutri¢ni kvalité opadu mezi lesy dominovanymi jehlicnatymi a listnatymi stromy.
V jehli¢natych lesich snizsi nutricni hodnotou a vyssi odolnosti opadu se efekt
Gadgilovych projevuje silnéji (Fernandez et al., 2020). Dale zalezi na konkrétnim
sloZeni komunit ECM hub. Rod Cortinarius dokaze lesnim ptidam co do biomasy casto
dominovat, a diky své vysoké dekompozi¢ni kapacité dané i pritomnosti MnP
v genomu (Bodeker et al., 2014) dokaze konkrétné skupina jeho druht Cortinarius
acutus celkovou dekompozici v ekosystému urychlovat, coz jde primo proti efektu
Gadgilovych (Lindahl et al., 2021). Je tedy otazka, zda 1ze derivovat néjakou obecnou
zakonitost pro celou skupinu ECM hub, ktera je co do dekompozi¢niho potencialu

velice variabilni (Pellitier & Zak, 2017).

Tato kompetice se podili na udrZovani rozvrstveni pid, které ukazali pii vyzkumu
borovicového lesa Lindahl a kolektiv (2007). Saprotrofni houby dominuji v ¢erstvém
opadu bohatém na lignin, kde mnozstvi C pievy$uje mnozstvi N. Cim hloubéji v ptidé
klesame, tim se tento pomér prevazuje smérem k N, o né€jz v POH, ktera jiz prosla
castecnou dekompozici saprotrofy, i¢innéji kompetuji houby mykorhizni (Lindahl et
al., 2007).

4.1.2. Efekt zvysSeni rostlinné produkce
Mykorhizni houby vyrazné napoméhaji svym asociovanym rostlinam v ¢erpani
mineralnich Zivin, které by samy rostliny nedokazaly ziskat, a to asti v jejich vyssi
produktivitu. V ekosystémech, kde jsou ziviny vazany z velké ¢asti v odolné POH, doslo
k selekci takovych houbovych symbiontii, ktefi jim toto umi =zajistit c¢innosti
extracelularnich CAZymi (Read & Perez-Moreno, 2003). U ECM a ERM rostlin byla
pozorovana vétsi fixace uhliku a koncentrace dusiku v pletivech (Orwin et al., 2011). Za
tuto sluzbu rostliny mykorhiznim houbam ,plati“ ménou v podobé uhlikatych latek,
které vytvorily z fotosyntézou zafixovaného CO.. Houby tento uhlik vyuzivaji mimo jiné
prave i pro vyrobu oxidativnich enzymi atakujicich POH, coz je luxus, ktery si mohou
dovolit diky tomu, Ze maji staly prisun C od rostlin. Oxidace POH je totiZ oznacovana
jako kometabolicky proces, ktery se pro ziskdvani C nevyplati, pokud nema
dekompozitor i jiny prisun tohoto prvku (Kirk et al., 1976). Tato aktivita mycelii roste

se zvySujici se koncentraci CO- (Treseder, 2004). Ta totiz zveda rychlost fotosyntézy,
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bezpodmineéné ovS§em jen u ECM rostlin. ARM rostliny jsou v tomto rtistu na rozdil od
ECM limitovany dostupnosti N. Pokud ho nemaji dostatek v rozpustné forme, kterou
dokazou ARM houby bez enzymatické vybavy prijmout, ke zvysSeni efektivity nedojde.
To je hodno pozornosti, protoze fotosyntéza a potazmo mykorhiza piisobi jako pufr
k antropogenné zvedajicim se hladinam atmosférického CO. (Terrer et al., 2016).
ZvySovani pudniho C prispiva i priming efekt. Pii ném jsou do ptidy vypoustény
jednoduché uhlikaté slouceniny, které stimuluji dekompoziéni cinnost
mikroorganismi, a tim pohanéji rozklad zejména starsi POH (Kuzyakov et al, 2000).
V pripad€ mykorhizni symbi6zy mtizeme najit paralelu tohoto fenoménu. Vlivem toho,
Ze jsou mykorhizni houby zavislé na rostlinach jako na zdroji uhliku, maji pravé
rostliny kontrolu nad hladinou dekompozice POH svymi symbionty. Cim vice uhliku
jim poskytnou, tim vice oxidativnich enzymt@ mohou houby produkovat, a tim vice
dusiku mohou dobyvat a ovliviiovat tak stav POH v ptid€. Rostliny tak ,primuji“ své
houbové symbionty (Lindahl & Tunlid, 2014). Pokud je timto symbiontem naptiklad
rod Cortinarius s peroxidazami a schopnosti celkovou miru dekompozice urychlovat,
jeho ,primovanim® rostliny obsah C v ptidé naopak snizuji, zvysuji uvolnovani COx, coz
by mohlo vést k jesté vyraznéj§imu pozitivnimu vlivu na fotosyntézu (Lindahl et al.,
2021). Studie na toto téma je nové€jSiho data a kontrastni vliv rodu Cortinarius
a podobné enzymaticky vybavenych ECM hub i na rostlinnou produkci je jisté
zajimavym tématem pro budouci vyzkumy. Diilezitou slozkou priming efektu je
kotenova exudace (Kuzyakov et al., 2000). Ektomykorhizni v porovnani s ARM stromy
produkuji vice exudati, a tim padem vice ,,primuji“ ¢cinnost mikrobi (Yin et al., 2014).
Je to dano odliSnymi typickymi ptidami pro tyto dva mykorhizni typy, v ECM
systémech jsou Ziviny vazany v POH, jejimuZ rozloZeni musi pomoci dekompozitoti
(Read & Perez-Moreno, 2003). Kromé toho maji, jak uz bylo rfe¢eno, ECM rostliny diky

svym ucinnym symbiontiim k dispozici vice C k syntéze exudatt (Orwin et al., 2011).
4.2. Vliv na distribuci mykorhiznich rostlin

Sir David Read rozttidil roku 1991 ekosystémy dle jejich dominantniho mykorhizniho
typu a napsal, ze kazdy z téchto typl se d4 propojit s charakteristickymi vlastnostmi
pud. Na zakladé téchto vlastnosti, a tim padem vyzivovych potieb tamnich rostlin, se
vyvinuly jednotlivé mykorhizni typy odliSené specifickymi vlastnostmi. Jednim
z téchto rysti je vybavenost hub extracelularnimi enzymy a z ni plynouci dekompozi¢ni
schopnosti, které byly popsany vysSe. Pravé diky nim jsou Ericaceae Kk nalezeni
predevsim v ptidach vysokych nadmotskych vysek a zemépisnych Sirek s vysokym
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obsahem POH a nizkym pH, ve kterych diky schopnosti tolerovat tyto faktory,
proptijcené jim ERM symbionty, dokazou zcela dominovat. ACM rostliny jsou naopak
lokalizovany v nizsich nadmortskych vyskach, s ptidou bohatou na mineralni Ziviny,
generované diky zvySené mikrobialni dekompozici. ECM rostlinaAm bylo po ponékud
prekvapivém objevu enzymatické vybavenosti jejich houbovych symbiontt vénovano
vice pozornosti. Dominuji v lesnatych porostech, kde tvori opad dievin svrchni ptidni
vrstvu s vysokym pomérem C viici N, velkou koncentraci POH a sniZenou mineralizaci.
Podle tohoto Readova ¢lanku a jeho pozdéjsi prace s Perez-Morenem (2003) bylo
konstatovano, ze od rovniku k pélim se zvysuje podil ECM a ERM viici ARM (coz
miizeme pozorovat na Obrazku 4), jelikoz jsou v souladu s gradientem mnozstvi POH
a proti gradientu dostupnosti mineralnich zivin selektovany pro svou vétsi
dekompozi¢ni kapacitu. Na jizni polokouli neni tento efekt prili§ vyrazny vlivem
absence tajgy, ohniska ECM (Obrazek 4). Steidinger a kolektiv (2019) provedli globalni
analyzu, kde toto potvrdili. Primarnim uréujicim faktorem rozmisténi mykorhiznich
typt a jejich asociovanych rostlin je mira dekompozice zavisla na klimatu. Vlivem zimy
a sucha se dekompozice smérem k pélim zpomaluje. Na pocest Readova c¢lanku
navrhli, aby byla distribuce mykorhiz v zavislosti na podnebim tizené mire
dekompozice ptid nazyvana Readovym pravidlem.
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Obrazek 4: Procentualni zastoupeni nadzemni biomasy hostitelskijch rostlin jednotlivyjch mykorhiznich

typil, prevzato a upraveno dle Soudzilovskaia et al., 2019.
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ECM symbiéza je co do investic fixovaného uhliku nakladné€jsi nez ARM
(Smith & Read, 2008), ale zato G¢innéjsi v ziskavani zivin z POH. Na zakladé jejich
distribuce je tedy patrné, jak se na odlisnych typech ptid promita pomér ,,cena-vykon“
téchto symbiéz a ukazuje, Ze rostlinam se vyplati investovat vice C na dusikem
limitovanych ptidach. Zejména stromy voli tuto ,drazsi“ variantu, 60 % stromt je
asociovano s ECM houbami a mimo tropy, kde prevazuje limitace P a rozklad je vlivem

tepla a vlhka c¢innéjsi, je to dokonce 80 % (Steidinger et al., 2019).

Na tuto zékladni distribuci mykorhiznich typi ma vsak vliv lidska ¢innost.
Zptsob, jakym jsme zménili kdcenim krajinu z lesnich porostli na agroekosystémy,
snizil poéty ECM a ERM a vyzvedl ARM vztahy (Read, 1991). To méni pfirozeny
kolobéh C v ptidé. Protoze ECM ekosystémy jsou spojeny s vys§im obsahem C v ptidé,
jelikoz zpomaluji dekompozici, jejich zménou na ARM, asociovanou s intenzivnéjsi
pudni ¢innosti mikrobi a rychlejsim rozkladem, se tento uhlik vyvazuje jako CO- do
atmosféry (Soudzilovskaia et al., 2019). Podobny efekt mé i znecisténi ptid dusikem.
Vyssi obsah snadno dostupného anorganického N zvyhodriuje ARM stromy viici ECM,
méni distribuci lesi s dominantnimi ARM a ECM drevinami, a rusi tak i jejich

zpomalujici efekt na dekompozici a vyvazovani ptidniho C (Averill et al., 2018).

O distribucich mykorhiz a jejich hostitelskych rostlin, o tom, co presné je
ovliviiuje, se stale jesté priliS nevi. Jak shrnul Read (1991), prvni stoleti vyzkumu
mykorhiz, tedy stoleti dvacaté, se zamétrovalo zejména na anatomicky popis a z vétSiny
laboratorni vyzkumy pro zjisténi jejich funkce. Na druhé mykorhizni, tedy 21. stoleti
nyni Cekd aplikace téchto poznatkli a jejich rozsifeni na porozumeéni fungovani
mykorhiz v ptidach a ekosystémech, vlivu jednotlivych typi na jejich tvorbu

a udrZovani, a predpovédi jejich reakci na zménu klimatu.

5. Zaver

Saprotrofni houby vlastni pro rozklad jedné ze sloZek organické hmoty, lignocelulézy,
bohaty arzenal degradativnich CAZymit i nékterych neenzymatickych cest, jako je
Fentonova reakce. Byt témér sto let zn€lo obecné presvédcéeni jinak, dnes jiz vime, Ze si
schopnost exprimovat extracelularni CAZymy ponechaly i nékteré mykorhizni houby.
Jejich mnozstvi a typ se lisi mezi mykorhizami i mezi jednotlivymi druhy (Kohler et al.,
2015, Martino et al., 2018, Miyauchi et al., 2020). Konkrétni podobé houbového
enzymatického aparatu prispiva stari symbi6z (Martino et al., 2018), evolucni historie

jejich predku (Pellitier & Zak, 2017) a také prostiedi se svymi specifickymi pozadavky,
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urcujici, co k prospivani potiebuje sama houba a také jeji hostitelska rostlina
(Read & Perez-Moreno, 2003). Ektomykorhizni (shrnuto v Lindahl & Tunlid, 2014) a
erikoidné-mykorhizni (Kerley & Read, 1998) houby maji vyznamny podil na rozkladu
pudni organické hmoty, ze které dobyvaji bez enzymi neptistupny dusik pro sebe a své
partnerské rostliny. Pfimo tak svym hostitelim zvySuji produkci (Read & Perez-
Moreno, 2003), umoznuji jim efektivné vyuzivat zvysujici se hladiny CO- (Terrer et al.,
2016) a dominovat celym ekosystémim. Ty jsou charakterizované pomalou
dekompozici, tajga v pripadé ECM atundra vpripadé ERM a oblasti vysokych
nadmorskych vysek (Read & Perez-Moreno, 2003). Pomala dekompozice ptitom neni
jen pricinou, ale i nasledkem enzymatické vybavenosti nékterych mykorhiznich hub,
protoze zejména na dusikem vysoce limitovanych ptidach umi vitézné kompetovat se
saprotrofy (Gadgil & Gadgil, 1971, Orwin et al., 2011). SniZeni saprotrofni aktivity vede
ke zpomaleni cyklu uhliku a jeho zadrzovani v ptidach, které jsou prave v tajze a tundie
jeho velkym sinkem a pufrem pro atmosféru (Averill et al, 2014). Nékteré zvlasté dobie
enzymaticky vybavené ECM houby (jako rod Cortinarius) ovSem mohou mit efekt
opacny a cyklus uhliku naopak zrychlovat (Lindahl et al., 2021), coZ mé opét vliv na
klima a rostlinnou produkeci a zatim neni tak dobte prozkoumano. Tato otazka tedy
udavd mozny smeér budouciho vyzkumu. Vyznam extracelularnich enzymi
mykorhiznich hub se tedy neprojevuje pouze v ekofyziologii hostitelskych rostlin, ale
i v podobé celych ekosystémii. Maloco se da v tomto odvéetvi oznadit jako obecné platné
a maloco je zatim uspokojivé vysvétleno a zarazeno do paradigmat o fungovani pid,
globalnich kolobéhti a klimatickych ¢initel. Vyzkum se ale timto smérem zacina stale

intenzivnéji ubirat a je jisté, Ze prinese ¢etné ovoce.
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