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Abstrakt

Mrtvé dievo predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich rezervoart uhliku v lesnich
ekosystémech. V pfirozenych lesich je jeho objem vyssi, pocitany na fadove stovky
m3 ha’!, zatimco v hospodaiskych lesich je jeho objem stanovovan pouze v desitkach
m3 hal. Na rozdil od rostlinného opadu nebo piidy, je mrtvé dievo v prostoru
nerovnomerné rozlozeno a ma specifické fyzikalné-chemické vlastnosti: vysoky obsah
tézce rozlozitelnych polymert, nizké mnozstvi dusiku a je nepropustné. Tyto
vlastnosti negativn¢ ovliviiuji rychlost rozkladu, zvIast€¢ v jeho pocatecnich fazich.
Diky témto vlastnostem dochézi k jeho velmi pomalému rozkladu mikroorganismy,

kumuluje se, a proto piedstavuje hlavni rezervoar Zivin.

Tato diplomova prace je zaméfena na popis struktury, vyvoje a funkce
houbového spolecenstva v mrtvém dfevé rozkladajiciho se v pfirozeném
bezzasahovém lese a analyzu nékterych funkénich vlastnosti hub podilejicich se na
rozkladu dfeva. Soucasné byly popsany zmény ve fyzikalné-chemickych vlastnostech
dieva jako je pH, obsah uhliku a dusiku v jednotlivych druzich studovanych stromt,
ve 4 vé€kovych tiidach - stadiich rozkladu. Pro charakterizaci houbového spolecenstva
na zéklad¢ ITS2 byla pouzZita metoda sekvenace nové generace (NGS) na platformé
[Mlumina MiSeq. Pro analyzu funkc¢nich vlastnosti byly houby z tlejicich kment
izolovany do Ccistych kultur. Byly popsany jejich zakladni fyzikalné-chemické

vlastnosti a jejich degradacni schopnosti viici lignoceluldoznim substrattim.

Délka rozkladu a druhy stromi byly hlavnimi proménnymi vysvétlujicimi rozdily ve
sloZeni spolecenstev v Case 1 u dvou rok odbéri (2013 a 2017). Relativni zastoupeni
jednotlivych houbovych kmenid a tadi pro tyto dva odbéry vyraznéji neliSilo. K
vyraznéj$im zménam dochézelo az na urovni houbovych rodl (jak mezi vékovymi
tfidami tak mezi druhy stromil). Se zménou spoleCenstva hub v pribéhu rozkladu se
meénily 1 fyzikalné-chemické vlastnosti dfeva a hodnoty enzymovych aktivit. Se
stoupajicim obsahem dusiku v pribéhu rozkladu dfeva, stoupalo i mnozstvi houbové
biomasy a klesalo pH rozkladajiciho se dfeva. Aktivita enzymt potvrdila probihajici
rozkladné procesy. Plodnice pfitomné na tlejicich kmenech mohou ¢astecné odrazet
strukturu houbového spolecenstva uvnitt rozkladaného dieva. Tyto houby jsou

aktivnimi dekompozitory dieva.



Klicova slova: tlejici dfevo, dekompozice, mikrobidlni spolecenstva, dievokazné

houby, ITS, Ilumina MiSeq sekvenovani, rozklad organické hmoty, lesni ekosystém



Abstract

Dead wood is one of the most important reservoirs associated with forest
ecosystems. In natural forests, its volume is counted in hundreds of m3 ha-1, whereas
it reaches only tens of m3 ha-1 in productive commercial forests. In contrast to soil
and plant litter, deadwood is unevenly distributed on the forest floor. The specific
physicochemical properties such as high content of recalcitrant polymers, low
nitrogen level and impermeability negatively affect the rate of decomposition
especially in the initial stages of wood deconstruction. The deadwood decomposition
is very slow in comparisons with other substrates, it accumulates and thus it represents

the important reservoir of nutrients.

This thesis is focused on the structure, development and function of microbial
(fungal) community in decomposing deadwood in unmanaged forest. Functional
screening of fungi isolated from fruit bodies collected from coarse deadwood was set
aside. Physico-chemical properties of deadwood including pH, carbon and nitrogen
content and microbial biomass were estimated for four wood decomposition stages
and three different tree species. New generation sequencing (Illumina MiSeq
platform) was applied for fungal community structure analysis based on ITS2
fragment. Fungal functional screening was based on physico-chemical properties of

collected fruitbodies and their enzymatic activities towards lignocellulose substrates.

The length of decomposition and tree species were the main the variables
explaining the differences in the composition of communities in deadwood in time and
for samples from year 2013 and 2017. Relative abundance of fungal phyla and orders
was rather similar, however, changes in fungal community composition was
detectable in relative abundance of fungal genera. Changes in detected in physico-
chemical composition of deadwood and extracellular enzyme activities. The nitrogen
level and fungal biomass increased along the decomposition process, pH of
decomposed deadwood decreased. Extracellular enzyme activity proved the running
fungal driven decomposition. Fungal fruitbodies present on coarse deadwood can
partially reflect the fungal community decomposition inside the deadwood. These

fungi are active wood decompositors.

Key words: deadwood, decomposition, microbial communities, wood decomposing

fungi, ITS, next-generation-sequencing, soil organic matter, forest ecosystem
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1 Uvod

Postupny rozklad mrtvého dfeva v lesnich ekosystémech predstavuje dilezitou
soucast biogeochemickych cykli uhliku, dusiku a fosforu. V pfirozenych lesich je
jeho objem velmi vysoky a mize dosahnout tisicinasobku objemu odumielého dieva v
hospodaiském lese (Stokland et al., 2012). Na rozdil od ostatnich habitatd (rostlinny
opad, puda, a dalsi) je mrtvé dfevo v lesnim porostu nerovnomérné rozlozeno. Jeho
rozklad je vSak podobn¢ jako u jinych rostlinnych materiala ovlivnén jeho fyzikalng-
chemickymi vlastnosti, lokalizaci a podminkami stanovisté (Seibold et al., 2015). Na
jeho rozkladu se aktivné podili houby i bakterie. Diky pfitomnosti tézce rozlozitelnych
polymerti, nizkého obsahu dusiku v poc¢atcich rozkladu, a nepropustnosti jsou vsak
jeho hlavnimi dekompozitory saprotrofni houby. Saprotrofni dievokazné houby jsou
diky hyfalnimu rastu, schopnosti translokovat prvky na vzdalengjsi mista v substratu a
vysoké produkei lignocelulolytickych extraceculdrnich enzymu nejlépe fyziologicky
vybaveny pro jeho rozklad. Jak bylo zminéno, zpisob a rychlost rozkladu dieva je
také ovlivnéna tfadou dalSich faktorti pf. klimatickymi podminkami, stdfim a typem
dfeviny (Baldrian 2017). V pribéhu rozkladu dfeva dochazi ke zméndm v poméru
uhliku a dusiku (v prib&hu rozkladu se snizuje), obsahu fosforu a pH a ke zménam ve

struktufe mikrobialniho spolecenstva (Rinne et al., 2017).

Rozvoj molekularné-biologickych metod v poslednich dvou desetiletich
vyrazné ovlivnil pohled na vyznamné ekologické procesy, kolob¢h uhliku, dusiku a
dal$ich dillezitych prvki nejen v lesnich a ptidnich ekosystémech. Zatimco diive bylo
studium omezeno na pozorovani plodnic dfevokaznych hub, jejich izolaci a
charakterizaci a na studium morfologie rozklddaného difeva, dneSni moderni metody,
zvlasté pak metody NGS (sekvenovani nové generace) umoznuji o nékolik fadl
detailn€jsi pohled do vzrusujiciho prostfedi lesnich a pidnich ekosystému. Tyto studie
odhalily, ze v tlejicim dievé se vyskytuji stovky a tisice druhit hub a bakteridlnich
kment (Tlaskal et al., 2017; Zif¢dkova et al., 2016). Z detailnich analyz lze i
poukazovat na jejich mozné fyziologické funkce. Navratem k izolaci mikroorganismu
lze vSak ziskat cennd data k dalSimu studiu. Znalosti ristovych a fyziologickych
charakteristik, metabolickych moznosti, extracelularnich enzymovych aktivit,

kompletni sekvence genomu, transkriptomu a proteomu umozni posoudit funkéni
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potencial mikroorganismil v ekosystému napiiklad (Starke et al., 2016). SpolecCenstva
v rozkladajicim se dfevé jsou velmi komplexni, dochazi v nich k vyraznym interakcim
a podléhaji dynamickému vyvoji (Boddy 2001; Voriskova a Baldrian 2013). Jejich
funkce vyrazné€ ovliviiuje dilezité ekologické a biochemické procesy a jejich poznédni

je klicové pii poznavani ekologickych vztahii v lesnich ekosystémech.
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2 Literarni prehled

2.1 Model ptirozeného lesniho ekosystému Zofinsky prales

Narodni p¥irodni rezervace Zofinsky prales lezi v 735-830 m n. m. (primér
rocnich srazek: 866 mm, primérna rocni teplota: 6,2 °© C). Nachazi se v
Novohradskych horach v Ceské republice (48.6652942N, 14.7065467E). Jedna se o
ptirozeny lesni ekosystém, ktery je od roku 1838 bez zdsahu ¢lovéka. Celkova rozloha
rezervace ¢inni 102,71 ha. Od roku 2012 je jadrova &ast Zofinského pralesa (cca 25
ha) soucasti svétové vyzkumné sité ForestGEO zalozené v roce 1980. Predmétem
vyzkumu ForestGEO jsou lesy tropického pasma a subtropického pasma a dalsi biomy

(Janik et al., 2016).

V Zofinském pralese prevazuje vyskyt buku lesniho (Fagus sylvatica, 62%
objemu zivych stromtl) a smrku ztepilého (Picea abies, 34%), dalsi dfeviny jako napf.
jedle (Abies alba) tvoii 4% (Samonil et al., 2016). Patii do ekosystému lesti mirného
pasma (lesy smisSené), které predstavuji celosvétové dillezity zdroj uhliku (Baldrian

2017).

Jadrova &ast Zofinského pralesa (786 m.n.m.), jako model pfirozeného lesniho
ekosystétmu v mirném podnebném pasmu, je pifedmétem vyzkumu naptiklad
z hlediska rozkladu dievni hmoty (rostlinnych polymerti) vybranych kmenii pomoci
enzymatickych komplexii nachazejicich se u dfevokaznych hub nebo bakterii
(Baldrian et al., 2016). Krom¢ mrtvého dieva a jeho mikrobidlnich spolecenstev, jsou
pfedmétem vyzkumu v lesnich ekosystémech i ostatni habitaty: pida, opad, kofeny a
rhizosféry, pudni vegetace a daldi (Samonil et al., 2013). Jako piirozeny lesni
ekosystém je také dulezity z hlediska potencidlniho snizovani CO» v atmosféte
(Naudts et al., 2016). V lesich také dochazi k riznym disturbancim (pf. pozary, vétrné
polomy), které spolu antropogennimi faktory a klimatickymi zmé&nami, snadno ovlivni
biogeochemicky kolob¢h uhliku. Pro efektivni udrzeni lesnich ekosystémi je nezbytné
tyto mikrobialni procesy pochopit a vysledky vyzkumit zohlednit pti vybéru vhodného

zpusobu spravy a vyuziti lesa (Gauthier et al., 2015).
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2.2 Vyznam tlejiciho dieva

Tlejici dfevo predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich rezervoard uhliku v lesnich
ekosystémech.  Protoze je rozklad dieva velmi pomaly, dochézi v lesnich
ekosystémech k jeho kumulaci. Mnozstvi uhliku kumulovaného v odumielém drevé
muze dosdhnout az mnozstvi obsazené¢ho ve stojicich zivych stromech (Kral et al.,
2010; Stokland, et al., 2012). Objem tlejiciho dfeva zavisi na typu lesa. V pfirozenych
lesich Evropy miize jeho objem dosahnout az 1200 m® ha™!, zatimco v produkénich
lesich toto mnoZstvi klesa na jednotky m> ha™! (Stokland et al., 2012). Objem Zivych
stromtl v (Zofinském pralese) je vypoéitan na 690 m*® ha™' (Kral et al., 2014), zatimco
objem mrtvého dieva (padlé mrtvé stromy a zbytky velkych vétvi) ¢ini 641 %
celkového objemu dieva (102-310 m® ha ~ ') s primémym objemem 208 m? ha ~ !
(Krél et al., 2010; Samonil et al., 2013). Na rozdil od rostlinného opadu (listi, jehlici a
vétvicky) je tlejici dievo v prostoru nerovnomérné rozloZzeno a ma specifické

fyzikalné-chemické vlastnosti.

Béhem rozkladu dieva dochazi k uvoliiovani uhliku, ktery je respirovdn nebo
je ve formé rozpusténého organického uhliku (mineralizovéan). Ten se pak koncentruje
v pudé. Rozklad dieva tedy ptiznivé zvySuje mnozstvi organické hmoty v pudé, ktera
tak pfedstavuje vyznamny zdroj zivin pro lesni ekosystémy. Tlejici dievo tak
predstavuje zasobarnu uhliku, dusiku, fosforu, drasliku, vapniku a hotc¢iku (Baldrian

2017; Magntsson et al., 2016).

Mrtvé dfevo je asociovano se znaénym mnozstvim ruznych organismi
napiiklad jiz zminovanych bakterii, hub, ale také rostlin a Zivocichl. Patii tedy k
druhové nejbohatsim nikdm lesniho ekosystému a je vysoce diileZité pro zachovani

biodiverzity (Stokland et al., 2012).
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2.3 Struktura a chemické slozeni dieva

Dievo je zékladnim stavebnim polymerem odumfelych bunéénych stén rostlin.

Bunécéna sténa odumielych rostlinnych bun¢k je obvykle tvofena tfemi vrstvami (obr.

1):

e stiedni lamelou tvofenou pfevazné amorfnim pektinem, ktery zajiStuje spojeni
mezi sousednimi bunkami,

e primarni buné¢nou sténou tvotrenou fibrilami celuldzy (30 %), hemicelul6zou (25
%), pektinem (35 %) a proteiny (10 %),

e sekundarni bunéCnou sténou, kterou lze dale rozdélit na tfi vrtstvy liSici se
tloustkou, uspofaddnim a obsahem celul6zovych mikrofibril a funkci (Schwarze
et al., 2013). Zatimco stfedni tlustd vrstva (S2) zajistuje bufice mechanickou
odolnost v podélném sméru, tenké vrstvy S1 a S3 zajistuji pevnost dieva v
pficném sméru (Dinwoodie, 2000). Celkoveé sekundarni bunécnou sténu z 35 %
tvoii celuldza, z 25% hemiceluloza véetné pektinu a do 35 % lignin v zavislosti na

rostliném druhu (Mellerowicz a Sundberg, 2008).

Chemicky je to komplexni substrat skladajici se z riznych polymert, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou celuloza (50 %), hemiceluléza (30 %) a lignin (20 %). Presné
chemické slozeni je ale opét druhové specifické. DalSimi slozkami dfevni hmoty jsou
pektiny, pryskyfice a bilkoviny (Rytioja et al., 2014). Vz4jemny pomér téchto slozek a
struktura dfeva ovliviiuje rychlost jeho degradace a =zastoupeni jednotlivych

organismu, které se na rozkladu podileji (Robinson, 1990).

A

Lumen

: Secondary wall (S3)
%Secondary wall (S,)

Secondary wall (51)

k

"

/|

Primary wall

Middle lamella

Obrazek 1 Model struktury bunécné stény rostlin. Tfi vrstvy bunécné stény: stfedni lamela (middle
lamela) a primarni a sekundarni sténa (primary, secondary wall, vrstvy lamel S1, S2 a S3) (pfevzato z
Rytioja et al., 2014).
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Celuléza je na Zemi nejhojnéji se vyskytujici polymer, ktery tvoii hlavni slozku
bunécné stény u rostlin. Polymer je slozen z D-gluk6zovych zbytka (obr. 2), které
jsou spojeny p-1,4-glykozidickymi vazbami a vytvari tak linearni polymerni
fetézce (Hon, 1994). Linearni polymerni fetézce jsou mezi sebou propojeny
intermolekularnimi vodikovymi vazbami a vytvareji mikrofibrily a amorfni
oblasti. Pomér struktur se 1i$i, jak mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy, tak i mezi
primarni a sekundarni bunécnou sténou. Ve vnéjsi vrstvé primarni stény jsou
mikrofibrily nepravidelné¢ uspotradany, ve vnitini vrstvé jsou orientovany kolmo

(Sjostrom, 1993).

- CH20H CH20H

Cellulose

Obrazek 2 Chemicky vzorec celuldzy (pievzato z Kumar, 2000).

Hemiceluléza je polymer tvofeny néckolika riznymi cukernymi jednotkami a
substituenty postrannich fetézcl. MiiZze byt linedrni nebo vétveny a piikladem
cukernych jednotek je D-glukéza, D-mandza a D-xyloza (Sjostrom, 1993). U
jednotlivych druhti stromi se 1i$i zastoupeni cukernych jednotek, u ,,mékkych*
dievin (pf. borovice) jsou typicky, ve vyssi mife, pfitomny galaktoglukomanany,
naopak u ,,tvrdych* dievin (pf. bfiza) pfevazuji glukuronoxylany. ,, Tvrdé* dieviny
obsahuje vice ligninu a méné¢ celuldozy nez dieviny ,,mcékké* (Dekker, 1985).
Hemiceluloza je stejné jako celuldza, jednou z hlavnich komponent bunééné stény
rostlin. V priméarni bunécné sténé je vdzand spolecné s pektinem a v sekundarni
bunécné sténé s ligninem (Baldrian a Valaskova, 2008; Eriksson et al., 1990).

Lignin je vétveny aromaticky heteropolymer sloZeny ze tfi monolignolovych
monomert (prekurzort): p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol,
které maji rGzny pocet methoxylovanych substituentli na aromatickém kruhu a
v molekule ligninu jsou zastoupeny v rizném poméru (Brunow a Lundquist, 2010;
Ralp et al., 2004). Lignin zvySuje integritu a odolnost rostlinné buiky vici

rostlinnym patogentim a jinym predatorim (Varnai et al., 2014). Jehli¢naté stromy
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maji obvykle vyssi obsah ligninu sloZzeného z guaiacylu s malym podilem p-
hydroxyphenylu, naopak u listnatych stromll je niz$i obsah ligninu tvofeny
stejnym dilem guaiacylu a syringylu (Cornwell et al., 2009).

Pektin je soucasti stfedni lamely a priméarni bunécné stény rostlinné buiky (obr.
3), u které zvysuje ohebnost. Pektin vaze na rostlinné bunky molekuly vody
(Raven et al., 1999). Jednd se o komplexni hydrofilni polysacharid. Struktura je
velmi variabilni, hlavni sloZkou pektinu je kyselina D-galakturonova, dale jsou
zastoupeny manoza, arabinoza, galaktdza nebo fukdza (Jayani et al., 2005; Willats

et al., 2000).

Cellulose

Obrazek 3 Polysacharidy a lignin, obklopujici plazmatickou membranu, jsou v primarni (B) a
sekundarni sténé (C). (pfevzato z Rytioja et al., 2014).
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2.4 Rozklad celuldzy, hemicelulozy a pektinu

Ackoliv je chemické slozeni celuldzy, jako hlavni slozky dfeva, jedna se o
vazané glukézové jednotky, je jeji morfologickd struktura velmi slozitd. Celuldzni
vlakna jsou vzdjemné provazany mezi sebou a vazi se na dalsi slozky bunécné stény -
hemicelulézy a lignin. K rozkladu dfeva proto obecné dochdzi extracelularné
produkovanymi enzymy, které z polymert uvoliuji kratsi oligo a disacharidy. Tyto
jsou pak jiz transportovany do bun¢k dekompozitori a dale zpracovany jako zdroj
uhliku a energie (shrnuto naptiklad v (Wilson, 2011)). Vyslednym produktem Stépeni
jsou CO2 a voda v aerobnim prostfedi, v anaerobnim prostfedi vznikd navic metan

(Béguin a Aubert, 1994).

Hlavni enzymy rozkladu celulézy a hemicelulozy patii mezi tzv. CAZYmy
(Carbohydrate-Active enZymes), tedy enzymy s vazebnymi a Kkatalytickymi
doménami, které St€pi, modifikuji nebo vytvareji glykozidické vazby
(http://www.cazy.org/). Ty se klasifikuji do skupin dle sekvence a struktury proteinu.
Hlavnimi degrada¢nimi enzymy jsou obecné glykozylhydroldzy (GH) napadajici
hlavni kostru a bo¢ni fetézce polymeru. Spole¢né s dalsimi CAZYmy: karbohydrat
esterazami  (CE), polysacharid lydzami (PL) a Iytickymi polysacharid
monooxygenazami (LPMO) zajistuji degradaci celulozy a hemicelulézy v riiznych
ekosystémech (Lombard et al., 2014). Z klasického pohledu jsou celulazy a
hemicelulazy déleny dle jejich aktivity vi¢i polymeru. Endocelulazy, endoxylanazy a
endomanandzy S$tépi vnitfni B -1,4 —D vazby v polymeru, exocellulazy ¢i
celobiohydrolazy S$t€pi na redukujicim 1 neredukujicim konci polymeru a -
glukosidazy, B-manosidazy, B-xylosidazy S$tépi disacharidy (Baldrian a Valaskova,

2008; Horn et al., 2012).

Celkovy rozklad dieva tedy vyZzaduje fadu synergisticky plisobicich enzymt.
VétSina dekompozitor produkuje vetsi hydrolytické enzymy paftici do vice GH rodin.
Struktura dfeva je navic velmi komplexni a mnoho GH rodin obsahuje enzymy, které
degraduji vice substrati najednou (Sukharnikov et al., 2011). Enzymy s celulolytickou
aktivitou pfevazné patii do rodin GH1, GH3, GHS5, GH6, GH8, GH9, GH12, GH45,
GH48, GH51 and GH74 (Brumm et al., 2018). Pfehled funkci v jednotlivych GH

rodinéach vztahujicich se k dekompozici dieva je uveden v tabulce 1.

18



(ezeprzojix-¢) 0TIHO
(ezgpruoinyn3-z*[-» uelAx) g1 [HO ‘(vzgpruommyn(3-z -0 ueldx) L9HO ‘(vzeprzoyn(3-¢ ezepisolix-¢ pzeuriixopud)
0£HO ‘(vzpuriixopud) | |[HO ‘(vzpur|Ax-g-¢* | -opudzpuRiAX-¢|-+*[-0pua) 0| HO ‘(Pzep1zojix-gd) TT SHO

(vzeprzouweys-1-0) 90 HO ‘(vzpjo1pAy [Kucimpyeies ezeospAy [Kuomyni3) o1 HO ‘(vzvjopiy [Auomynid
-f) 88HO “(ezpprzouwreys 1-n) gL HO (PzepIzOURINjoUIqRIL-T]-D) Z9HO ‘(PzPuamppeiedouweyl/ezeuomoeedLiod)
STHO ‘(ezeuruew-t* | f-opus/ezeueurw-¢) 9¢ SHO ‘61 SHO ‘L1 SHO 01 SHO 'S SHO 'L SHO

(ezepixo) Z| VY ‘(¥zEpIX0) 9yV ‘(¥zEpIXO) SVY (BZPPIXO) $VY ‘(PZEPIXO) £V ‘(ezEprxoad) Zyy ‘(ezeye]) [VV

(rzyuaiixoouowpueydesiiod P 6vv

“(ezBINP20pUD) L HO ‘(BZRUNIY/BZRN[IO0PUD EZNIII0X) §FHD (PZRMPIOPUD) SHHO ‘(BZpur|AXopus/Eze[nj230pud)
FPHO “(ezpuriAX0pUS/RZEN[0pUD) T]HO *(PZ8pIzoxn|3-¢ eZpur|AXOpUS BZEIN[20PUD/RZR[N[IIOXD)

6HD “(ezpur|Ax0pu2/BZFN[230pu3) SHO (PZFNI2I0PU FZEINI20X3) LHO “(PZFN2I0PU/EZRM[2I0%2)

9HO “(PZ8N220pUd) 9F SHO “6€ SHO '8¢ SHO 9T SHO ‘ST SHO 'S SHO 't SHO T SHO ‘1 SHO

(ezeprzojix
~grezepizoyni3-g) 91 | HO ‘(vzvueixopud pzepIso|ix-¢) ezEprzoyn(3-¢) ¢HO ‘(vzepisojix-¢ezepizoyn(3-g) |HO

uIISO1 PU)S PUUNE

UIISO1 PUS PUUNE

UIfISOJ PUIS PURUNE

urfiso1 vuls PUUNG

Apueydesodijoo)

uejAx

unpd

iy

LLICR)

vZ019013)

Aurpos o

BAND{NIIS BAO[I)

JawAjog

Tabulka 1 Prehled fazeni enzymu aktivnich pro rozkladu lignocelul6zy dle databaze CAZY

v

(http://www.cazy.org/), pfevzato a upraveno ze (Zif¢akova et al., 2017).
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Jak jiz bylo nastinéno, hemicelulazy jsou podobnym zpisobem jako celulazy
zodpovédné za rozklad hemiceluléz typu xylan, xyloglukan, arabinoxylan a
glukoman. Na rozdil od celululézy je vzhledem k riznému chemickému slozeni
potieba SirSiho spektra plsobicich enzymii jako endoxylandzy, endomanandzy,
xylosidazy, glukosidazy, arabinosidazy, galaktosiddzy, manosidazy and
glukuronidazy. Enzymy s hemicelulolytickymi aktivitami patii pievazné do skupin
GH2, GH10, GHI11, GH16, GH26, GH30, GH31, GH39, GH42, GH43 a GHS53
(Brumm, P., 2018). Na rozkladu celuldzy a hemicelul6z se vSak mize podilet i fada
dalsich CAZYm, naptiklad xylanesterazy (CE) a lyazy (PL) a lytické polysacharid
monooxygenazy (LPMO) (Nguyen et al., 2018; Sharma et al., 2016). Historicky se v
prehledu polysacharidovych polymert uvadéji hydrolytické enzymy, avSak v
poslednich nékolika letech dochazi ke zdiraznéni funkce lytickych monooxygenaz,
které oxidativnim zplsobem vyrazn€ napomahaji k efektivnimu rozkladu polymeru
(Bissaro, 2017; Ezeilo et al., 2017; Meng et al., 2016). Lytické polysacharid
monooxygendzy se fadi do rodin AA9 (eukaryota) a AA10 (prokaryota), nékolik také
do AA13 (Koeck et al., 2014).

V tad¢ ekosystému se s degradaci celuldzy, hemicelulézy a xylanu setkame
pfevazné u hub a bakterii (Berlemont a Martiny, 2015; Llado et al., 2017; Lopez-
Mond¢jar et al., 2018; Nguyen et al., 2018; Tlaskal et al., 2016). Bakterie jsou vSak
schopny rozkladat celulézu 1 v anaerobnim prostiedi. Spektrum produkovanych
enzymil je podobné, nachédzi se vSak v komplexech — celulosomech na povrchu bunék
(Bayer et al., 2004; Doi a Kosugi, 2004). Strategie byla popséna naptiklad u rodi
Clostridium, Ruminococcus nebo Bacteroides (Schwarz, 2001). Az 65% vSech
prokaryotickych genom obsahuje geny pro tyto extracelularni enzymy (Berlemont a
Martiny, 2015; Ziféakova et al., 2017). V ekosystémech je vyrazna funkéni
redundance mezi dekompozitory, proto se mohou jednotlivd spolecenstva
taxonomicky odliSovat, avSak jejich funkce je totozna (Berlemont a Martiny, 2015).
Soucasna studie Nguyen et al., 2018 identifikovala pfiblizné ve 218 genomech hub
celkem 9 tisic genil pro enzymy aktivni na celuldze, hemiceluléze a chitinu. Ptestoze
jsou tyto geny tedy u jednotlivych vyvojovych skupin pfitomny ve vice kopiich, je
jejich distribuce az druhové specifickd (Nguyen et al., 2018).

Na degradaci pektinu se podileji hydrolytické enzymy patfici zejména do rodin
GHS5, GH28, GH62, GH78, GH88, GH105, GH106 (tabulka 1) (Samanta et al., 2018;
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Ziféakova et al., 2017). Hydrolyticky mechanismus je podobna jako u celulaz,
napfiklad enzymy endopolygalakturondzy a exopolygalakturondzy S$tépi uvnitt a na
konci polymeru a-1,4-vazané D-galakturonové kyseliny a odsStépuji ji ze struktury
homogalakturonanu (van den Brink a de Vries, 2011). Dal§im enzymem je lyticka
polysacharidovda monooxygenaza, ktera depolymerizuje pektin a odStépuje fetézce

postrannich substituentti (Baldrian, 2007).
Rozklad Ligninu

Béhem degradace ligninu dochdzi k jeho depolymerizaci a Stépeni
aromatickych kruhi v molekule. Na procesu se podileji extraceluldrni enzymy
oxidativniho charakteru (Datta et al., 2017) patfici dle CAZy ttidéni do rodin AAI,
AA2, AA3, AA4, AAS, AA6, a AA12 (tabulka 1). Diky nezbytné pfitomnosti kysliku
nebo jeho reaktivnich radikald pfi enzymatickém Stépeni ligninu neni mozné, aby

rozklad ligninu probihal v anaerobnim prostiedi (Berg et al., 2014).

Obecné se daji tyto enzymy rozdélit na enzymy modifikujici lignin (LME —
lignin-modifying enzymes) a dopliikové lignin — degradacni enzymy (LDA - lignin-
degrading auxiliary enzymes). LDA nejsou schopny lignin degradovat, avSak pro
kompletni rozklad ligninu jsou nezbytné. Tradi¢né patii mezi LME lakaza (fenol
oxidaza (Leonowicz et al., 2001) vyuzivaji pro degradaci (oxidaci) polymert
molekularni kyslik a peroxidazy: (lignin peroxidaza (Falade et al., 2017), manganova
peroxiddza (Chowdhary et al., 2019) a versatilni peroxidaza (Ravichandran and
Sridhar, 2017)) vyzaduji pro svou aktivitu pfitomnost extraceluldrniho peroxidu
(Baldrian a Valdskova, 2008). Nedadvno objevenou peroxiddzou je barvivo
dekolorizujici peroxidadza (Dye-decolorising peroxidase, DyP (Chowdhary et al.,
2019)) nalezend u hub bilé hniloby a rovnéz u bakterii (Datta et al., 2017.; Janusz et
al., n.d.; Zhang et al, 2019). Lakdza i1 peroxiddzy mohou rovnéz pfispét k
depolymerizaci ligninu produkci nizkomolekuldrnich volnych radikalt jako je OH
radikal (revidovdno v (Datta et al., 2017). Ptrehled funkce, kofaktori a zakladnich
udajii o enzymech je uveden v tabulce 2. Dopliikové enzymy (LDA) piispivaji k
degradaci ligninu zejména produkci peroxidu vodiku (H202), jednid se zejména o
glyoxaloxidazu, arylalkohol oxidazu, pyran6za-2-oxidazu, celobiéza dehydrogenazu,

a glukézo oxidazu (tabulka 2).
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Tabulka 2 Prehled funkci, kofaktort a dilezitych literarnich zdroji enzymi podilejicich se na degradaci

ligninu. Prevzato a doplnéno z (Hatakka a Hammel, 2011).

22



Historicky byl ligninolyticky systém nejvice prozkouman u dievokaznych
Basidiomycetes, zvlast¢ pak hub bilé hniloby. Ty jsou zatim jedinymi zndmymi
organismy se schopnosti kompletniho $tépeni ligninu. Efektivita rozkladu mtize byt
velmi vysokd, jak bylo potvrzeno u typického zastupce hub bilé hniloby
Phanerochaete chrysosporium. Béhem 15 dni zde doslo k rozkladu cca 53%
hmotnosti ligninu (Su et al., 2016). Produkuji vSechny typy ligninolytickych enzymi
(Datta et al., 2017). Druhou skupinou dfevokaznych hub jsou houby hnédé hniloby.
Pro degradaci ligninu témito houbami jsou typické neenzymatické oxidativni reakce
produkujici hydroxylové radikaly tzv. Fentonovskou reakci (Kerem et al., 1999).
Hydroxylové radikaly napadaji metoxylové skupiny ligninu a produkuji metanol.
Takto modifikovany lignin je pak méné stabilni (Hatakka a Hammel, 2010).
Ligninolytické schopnosti byly specificky detekovany zejména u hub z celedi
Mycenaceae a Marasmiaceae (Basidiomycota) a Rhytismataceae a Xylariaceae

(Ascomycota) (Osono, 2020).

Bakterialni degradaci ligninu bylo vénovano mnohem méné pozornosti,
prestoze fada pidnich bakterii, zvlasté pak Aktinomycetes je schopna lignin rozvolnit a
mineralizovat, stejné tak od ligninu odvozené latky (Zimmermann, 1990). Soucasné
studie detailnéji popsaly zpusob bakteridlni degradace ligninu. Dvéma hlavnimi
ttidami lignin modifikujicich enzymu bakterii jsou ,,odbarvujici® peroxidazy (DyP) a
lakazy, které byly nalezeny u fady skupin (Gonzalo et al., 2016). Aktivita bakterialni
lakdzy se vSak spiSe zaméfuje na degradaci vedlejSich produkti degradace ligninu,
jako jsou mono- a oligofenoly nebo polychlorované bifenyly, které vznikaji v
dasledku degradace ligninu napiiklad dfevokaznymi houbami (Ahmad et al., 2010).
DyP degraduji Siroké spektrum substratt typu veratryl alkohol a barviva. Jsou schopné
oxidace B-1-4 glykosidické vazby a Mn?* (Colpa et al., 2013). V Soucasnosti se
ukazuje, Ze superoxid bismutdza, kataldza-peroxiddza a bakteridlni dioxygenaza
mohou byt dal$imi enzymy dilleZitymi pro bakterialni rozklad ligninu (Gonzalo et al.,
2016) stejné¢ tak fenol monooxygenaza ¢i vanilinové dehydrogendzy rodu

Pseudomonas (Zhang et al., 2019).
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2.5 Faktory ovlivitujici dekompozici direva v lesnim ekosystému

Rychlost rozkladu mrtvého dfeva je velmi nizkd. Zatimco az 50 % hmoty
stromového opadu je rozlozeno béhem 6 mésict v zavislosti na jeho typu a vnéjSich
podminkach (Takeda et al., 2005), kompletni rozklad dfevni hmoty mtize trvat nékolik
desitek let (Brabcova et al., 2016). Rychlost dekompozice dieva zavisi na mnoha
faktorech. Dulezitou roli hraje druh stromu, stavba a slozeni dieva, zvlasté zastoupeni

v

jednotlivych polymerd, z nichz nejvyznamnéjsi je obsah ligninu (Zell et al., 2009).

Dekompozice odumielého dieva je rovnéz vyrazné ovlivnéna klimatem,
pudnimi podminkami, slune¢ni expozici a variabilitou lokalnich podminek (Seibold et
al., 2015). Vysoky obsah tézce rozlozitelnych latek (lignocelul6za), nizké mnozstvi
dusiku a nepropustnost dale negativné ovliviiuje rychlost jeho rozkladu prevazné v

jeho pocate¢nich fazich (Baldrian, 2017).

Dulezitym faktorem v rozkladu dieva je pomér C/N , ktery je v Cerstvém dieve
velmi vysoky a typicky se pohybuje v rozmezi stovek jednotek (Rayner and Boddy,
1988). Chemismus rozkladaného dieva se v prub&hu tleni méni. Pocatecni vysoky
pomér uhliku a dusiku se v postupné snizuje (Brabcova et al., 2016; Hoppe et al.,
zvySenim relativniho obsahu dusiku jako nasledek mineralizace a respiraci uhliku,
translokaci dusiku z plidy houbami, ale také aktivitou bakterii, fixujicich atmosféricky
N2 (Rinne et al., 2017). Béhem dekompozice dieva dochazi k akumulaci houboveé
biomasy (Brabcova et al., 2016). Diky vysokému obsahu houbové biomasy v
pozdéjsich stadiich rozkladu s vysokym obsahem chitinu a tedy nizkym C/N pomérem
(4-30) (Brabcova et al., 2018, 2016), ovliviiuje pfitomnost samotnych dekompozitorti
chemismus rozklddaného difeva. Houbova biomasa pak reprezentuje sekundéarni zdroj
zivin v tézce kolonizovaném tlejicim difeveé (Colpaert et al., 1996). Aktivitou hub v
rozkladajicim se difevé rovnéz dochazi k poklesu pH a zvySeni obsahu fosforu jeho
translokaci hyfami. ZvySeni obsahu fosforu mize, stejné¢ jako snizeni C/N ovlivnit

strukturu spolecenstva dekompozitorti (Rudnick et al., 2015).
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2.6 Mikrobialni spolecenstva

Studie mikrobidlnich spoleCenstev v lignocelul6zovych substratech odhalilo
velké mnozstvi mikroorganismu pfitomnych v tomto unikatnim habitatu (VofiSkova a
Baldrian, 2013). Na rozkladu dievni hmoty se podileji dfevokazné houby a bakterie.
Dftive se predpokladalo, ze v prvotnich fazich rozkladu dfevni hmoty, maji vysokou
abundanci pouze dfevokazné houby, diky jejich schopnosti rozkladat nepropustné
polymery a vlaknitému rastu, kterym efektivné kolonizuji dfevo (Rajala et al., 2011;
Van Der Wal et al., 2007). Relativné brzy se diky pokroc¢ilym sekvenacnim metodam
(NGS), zjistila ptitomnost nekterych bakteridlnich kmeni (Johnston et al., 2016). Diky
schopnosti mnoha bakteridlnich skupin vyuzivat fadu substrati pfitomnych v lesni
pude (Starke et al., 2016) lze ptedpokladat, ze podobné vhodné podminky budou
ptitomny 1 béhem degradace odumielého dieva. Bylo potvrzeno, Ze mnoho pidnich
bakterii vlastni celou fadu gent pro degradaci celulozy a hemiceluléz (Llado et al.,
2018; Lopez-Mondéjar et al., 2018). Geny pro peroxidadzy ze skupiny AA2 byly
detekovany napiiklad u kmene rodu Pseudomonas a mykolytické bakterie Ewingella
americana (Starke et al., 2016). Bakterialni kmeny jsou vyraznéji zastoupeny v
pozd¢jSich fazich rozkladu dieva, kdy dochazi ke zvySeni obsahu dusiku diky
pfitomnosti mycelii dfevokaznych hub, jako potencidlniho zdroje uhliku a dusiku
(Brabcova et al., 2016). Podobné vzorce rozkladu a postupné zvySovéani objemu
bakteridlni populace jsou viditelné 1 v rozkladu rostlinného opadu (Tlaskal et al.,
2016). Mikrobidlni spolecenstva z mrtvého dieva mohou kolonizovat i ostatni lesni
habitaty. Saprotrofni houby Phanerochaete velutina nebo Hypholoma fasciculare, z
titidy Basidiomycetes, jsou schopné, proniknou mycelii do pudy a podilet se na

rozkladu opadu (Baldrian a Valaskova, 2008).

V zavislosti na vyvoji spoleCenstva hub a bakterii na mrtvém dieve
rozliSujeme primdrni, sekundarni, pozdni sekundarni kolonizatory a kolonizatory v
kone¢nych fazich rozkladu dieva (Boddy a Watkinson, 1995). V prvotnich fazich
rozkladu dfeva jsou zastoupeny zejména saprotrofni houby (houby hné&dé, bilé a
mekké hniloby) tiid Basidiomycetes a Ascomycetes a bakterie skupin Acinetobacteria,
Firmicutes nebo Bacteroidetes (Baldrian, 2017). Lignocelul6zovy substrat je t€mito
organismy rozkladan aktivitou extracelularnich enzyma na dostupnéj$i monomery
(kapitola 2.4.). Na téchto monomerech se vSak mohou ,,pfizivit“ ostatni organismy,

zejména bakterie v pozdéjsSich stadiich rozkladu. Houby mohou omezit pfistup k
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rozlozenym Zivinam nékolika mechanismy, naptiklad snizenim pH, produkci oxalatu

(kapitola 2.6.3.) (Baldrian et al., 2007).

2.6.1 Houby rozkladajici dievni hmotu

Primarnimi kolonizdtory odumielého dieva jsou saprotrofni houby meékké a
bilé hniloby. Jsou to specializovani oportunisté, kteti se dostavaji na dievo ve formé
spor (Boddy, 2000). Houby mé&kké hniloby nejsou schopny rozkladat lignin, pouze ho
modifikuji. Tito kolonizatofi postupné snizuji svou abundanci, az jsou zcela nahrazeni
sekundarnimi kolonizatory, ktefi se dostdvaji na mrtvé dievo také ve formé spor, ale
drevni hmotu rozkladaji rychleji a efektivnéji. Mezi sekundéarni a pozdné sekundarni
kolonizatory fadime houby hnédé hniloby, které tyto substraty rozkladaji efektivnéji,
ptestoze jejich ligninolyticky systém je redukovan. V dalsi fazi nasleduji houby bilé
hniloby, které maji enzymaticky aparat uzptisobeny na degradaci vSech slozek dieva,
vcetné ligninu, shrnuto v tabulce 3. Pfitomnost jednotlivych skupin hub Ize odhadnout
z rozdilné struktury rozklddané¢ho dieva. Zatimco houby hnédé hniloby zplsobuji
hnédé zabarveni dieva, které se blokové rozpada, ptitomnost hub bil¢ hniloby se
projevuje intenzivnim svétlym zabarvenim dfeva ziskdvajicim vlaknitou strukturu
(obr. 4). V konecnych fazich rozkladu dieva, kdy je vysoky podil dusiku a nizsi obsah
ligninu diky pfitomnosti hub bilé hniloby, dominuji ektomykorhizni houby (Boddy a

Heilmann-Clausen, 2008). Kromé saprotrofnich a ektomykorhiznich hub je zde i

zastoupeni lichenizovanych nebo mykoparazitickych hub.

Obrazek 4 (A) Rozklad dfeva houbami hnédé hniloby (akumulace hnédého modifikovaného ligninu),
(B) houbami bilé hniloby (lignin je rozloZen a v poslednich fazich rozkladu ztstava celul6za), prevzato
z Peralta et al., 2016).

Vyvoj houbového spolecenstva (zastoupeni jednotlivych tiid, fadd, druhid) je
ovlivitovano zménami biochemickych vlastnosti rozkladajiciho se dieva. Z piedchozi

studie rozkladu dieva v oblasti narodni piirodni rezervace Zofinsky prales vyplyva, ze
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slozeni houbového spoleCenstva je ovliviiovano délkou rozkladu dieva — fazi
rozkladu, koncentraci dusiku a pH. Dominantnimi houbami byla Basidiomycota
(67,8%) a Ascomycota (30,4%), poté Mortierellomycotina (1,28%) a Mucoromycotina
(0,45%). Velmi omezené¢ byla =zastoupena Chytridiomycota, Glomeromycota,
Entomphthoromycota a Kicxellomycotina (sekvence obsahovaly méné nez 0,05%).
Zatimco Basidiomycota pievazovala v tlejicich kmenech jedle bélokoré (Abies alba) a
smrku ztepilého v pozdnich fazich rozkladu, Ascomycota byla pozorovéna v kmenech
buku lesniho (Fagus sylvatica) v pocatecnich stadiich a u smrku ztepilého i v
nasledujici f4zi. Mezi nejhojnéjsi druhy pattily: Ganoderma applanatum (5,3% vsech
sekvenci), Hyphodontia aspera (5,2%), Resinicium furfuraceum (4,7%), Megacollybia
marginata (3,6%) a Fomitopsis pinicola (3,1%). Z nejhojnéjsich druhti (11) pattilo 9
mezi houby bilé hniloby. Ze vSech houbovych sekvenci patfila vétSina houbam bilé
hniloby (52%), saprotrofy (32%), ektomykorrhizalni houby (4,7%) a houby hnédé
hniloby (3,8%)(Baldrian et al., 2016).

Skupina hub DrileFité vlastnosti

Houby bilé hniloby > degradace higninn na CO» a HaO, degradace celulozy a hemiculozy

White-rot fungi (WEF) > produkmyji igninolytické, celulolytické a hemicelnlolytické enzymy a daléi CAZ Ymy
ligninolyticke houby > selektivni delignifilcatofi: preferenéné rozkladaji lignin (SD - selective delipnifers)

> neselektivni delignifikatefi: rozkladaji rovnocené viechny sloZky dieva (IND - nonselective delignifers)

> Basidiomycotina : degraduji mékkeé i tvrdé dfevo, i Ascomycoting: preferuji tvrda dieva

Ceriporiopsis subvermispora (SD), Fhysisporinus rivulosus (SD), Phlebia radiata (SD), Phanerochaeste
chrysosporium (SD), Trametes versicolor (ND), Ganoderma applanatum (SD, ND), Heterobasidion

annesum (5D, ND)
Houby hnédé hniloby > degradace celulozy a hemiceludzy, modifilace ligninn
Brown-rot fungi (BEF) = neprodulayi hgninolyticke enzymy a celobichydrolizn (kromé Coniophora puteana )
celulolyticke houby > indikaci degradace je produkce kyslikovych radikaliia hemicelulaz

> akdivné sniznji pH na droved ni¥si nez WRF
> hnédé zbytky dieva ziistavaji v prostiedi dlouhodobé
> Basidiomycotina : preferencné degraduji mékke dfevo

Anthrodia carbonica, Gloeophyllum trabeum, Laetiporus sulfureus, Tyromyces palustris, Lentinus

lepideus, Polyporus schweinitzii, Piptoporus betulinus, Poria placenta, Serpula lacrymans

Houby mékkeé hniloby > degradace celulozy a hemicelulozy, omezena degradace a modifikace ligninn
Soft-rot fungi (SEF) > pomala rychlost degradace dieva ve srovnani s WRF a BRF
celulolyticke houby > limitované znalosti lignocelulolyticksho systénm

> prevainé vihka prostfedi lignoceluldza v piidé
> Ascomycotfina and Deuteromycotina (i basidiontyceta Inonotus hispidus)
Fhialophora, Ceratocystis, Hypoxolon, Ustulina, Chaetomium

Tabulka 3 Hlavni vlastnosti dfevokaznych hub, pfevzato z (Baldrian aValaskova, 2008).
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2.6.2 Bakterie podilejici se na rozkladu dieva

Bakteridlni spoleCenstva jsou schopnd rozklddat dievo za anaerobnich i
aerobnich podminek, ale na rozdil od houbovych spolecenstev nejsou schopna
kolonizovat velké plochy, nevytvari mycelia (Clausen, 1996). Bakterie kolonizujici
dfevo pochézeji z pudy, ze vzduchu, dieva, hub a jinych organismii. Nejvyznamnéjsi
zdroj bakteridlnich populaci je uvadéna puda, kterd osahuje mnozstvi bakterii s
vysokou diverzitou (Johnston et al., 2016). Vzduchem se bakterie (i houby) mohou
Sifit pomoci spor, dest'ové srazky vytvari bioaerosoly, které¢ pomahaji k disperzi téchto
spor a potencialni kolonizaci dieva (Huffman et al., 2013). Piikladem kolonizace
dfeva bakteriemi pomoci hub popisuje Nazir et. al, z roku 2014. Bakterie
Burkholderia terrae BS001 vyuzivad pro kolonizaci dfeva migraci houbovych hyf
Phanerochaete velutina (Nazir et al., 2014). Mezi jiné organismy, pomoci nichz
bakterie kolonizuji dfevo, patii naptiklad kiirovci (Mercado et al.,, 2014). Funkce
bakterii osidlujicich dievo miize byt velmi riznoroda. U tady bakterii byla potvrzena
schopnost podilet se na dekompozici dfeva (Llado et al., 2017), komenzalni bakterie
mohou vyuzivat houbové exsudaty a produkty houbového metabolismu uvolnénych
pii rozkladu dieva (Hervé a Cortesero, 2016), utilizaci organickych kyselin
produkovanymi houbami (Daniel et al., 2007; Hervé a Cortesero, 2016) nebo jen
vyuzivat schopnosti pifezivat v podminkach nizkého pH vytvofeného houbami

kolonizujicimi dievo (ValaSkova et al., 2009).

Bakterialni spoleCenstva patii, spole¢né¢ s dfevokaznymi houbami meékké
hniloby, mezi primarnimi dekompozitory dfeva. S houbami mohou kooperovat
(zejména s houbami rozkladajicimi lignin) nebo rozkladat substrat samostatné
(Clausen, 1996). V pribéhu jednotlivych fazi rozkladu dfeva jsou bakteridlni
spoleCenstva ovlivilovana slozenim houbového spolecenstva. Vyvoj bakteridlniho
spolecenstva na mrtvém dievé zavisi také na relativni vlhkosti, pH a také na poméru
dusiku a uhliku v rozkladajicim se drevé (Tléaskal et al., 2017). V prabéhu rozkladu
dieva dochézi k nartistu bakteridlni biomasy a zvySovani diverzity. Podobné zmény v
bakteridlnim spolecenstvu byly zjiStény i v ramci dekompozice rostlinného opadu
(Tlaskal et al., 2016). Dynamika vyvoje jednotlivych bakteridlnich skupin v§ak mize
zéaviset 1 na druhu stromu (Hoppe et al., 2015; Kielak et al., 2016; Rinta-Kanto et al.,
2016). Nejcastéji se vyskytujici bakteridlni kmeny na mrtvém dievé byly nalezeny

Actinobacteria, Firmicutes (na stromech Fagus sylvatica a Picea abies), dale pak
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Bacteroides (na stromech Picea abies) a Gammaproteobacteria v tlejicich kmenech
Fagus sylvatica (Hoppe et al., 2015). Diverzita bakteridlniho spoleCenstva mtize
nesoumérnd v ramci jednoho studovaného kmene. Zhang et al., 2008 detekovali

nejvetsi bakteridlni diverzitu v prostfednich ¢astech dieva.

Béhem rozkladu dieva dochazi ke snizovani pH, coz ma (spolecné s vlivem
extracelularnich enzymu hub) vyznamny vliv na bakteridlni spoleenstvo. Objevuji se
bakterialni spolecenstva tolerujici nizké pH. V konecnych fazich rozkladu dochéazi ke
zvySovani bohatosti a diverzity bakterialnich spoleCenstev, naopak houbova
spoleCenstva diverzitu a mnozstvi snizuji (Laiho a Prescott, 1999; Mékinen et al.,
2006; Parton et al., 2007). V pozdéjsich stadiich rozkladu u tézce kolonizovaného
dreva se vyskytuje vysoké mnozstvi houbového mycelia, které mize byt pouzito jako
sekunddrni zdroj Zivin pro mikrobidlni spolecenstva vyskytujici se v rozkladaném
drevé (Colpaert et al., 1996) Dominantnimi rozkladaci jsou zde bakterie (Brabcova et
al., 2018, 2016). Bakterie fixujici dusik pfitomné v rozkladajicim se myceliu mohou
byt dalsim zdrojem N v mrtvém dieveé. A prispét tak ke snizeni C/N poméru. Fixace
dusiku je casto spojena s metylotrofii (Folman et al., 2008.; Voro’ev et al., 2009).
Methanol a metan jsou jednim z produktl rozkladu ligninu. Tento zplsob vyzivy tak
mize byt také dulezitym aspektem utvéaifeni mikrobidlniho spolecenstva v

rozkladajicim se dieveé (Lenhart et al., 2012).
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2.6.3 Houbové a bakterialni interakce

K interakcim houbovych a bakteridlnich spolecenstev dochdzi kvuli ziskdni
zivin ze stejného substratu. Bakterie mohou vyuzit jako zdroj zivin latky, které byly
vyprodukovany extracelularnimi enzymy dievokaznych hub pro degradaci nékterého
z rostlinnych polymert, zejména v poslednich stadiich rozkladu. Tento zplsob
interakce se oznacuje jako mikrobidlni kleptoparasitismus. Mohou rovnéz vyuzivat
stejné latky jako houby nebo, zejména v pozdnich fazich rozkladu, vyuZzivat odumfielé

casti mycelia jako dal$i zdroj Zivin (Boddy, 2000).

Typ interakce (kompetice, antagonismus nebo kooperace) mezi houbovymi a
bakteridlnimi spolecenstvy zavisi na podminkach prosttedi jako je pH, vlhkost,
struktura substratu, zastoupeni rostlinnych polymerd, oligosacharidd, atd. (Folman et
al., 2008). Bakteridlni spoleCenstva mohou vyuzivat produkti extracelularnich
enzymu, které jsou produkovany dievokaznymi houbami. Podle experimentu
Schneidera et al., z roku 2010 doslo po produkci extraceluldrnich enzymt houbou,
mezi Pectobacterium carotovorum a Aspergillus nidulans k formé antagonismu.
Bakterie zvysSila rychlost riistu a tim negativné ovlivnila houbu (Schneider et al.,

2010).

Mezi synergistické piiklady mezi houbovymi a bakteridlnimi spoleCenstvy je
napiiklad vyuZivani mrtvych houbovych, ¢i bakteridlnich bunék. Mrtvé houbové
mycelium obsahuje ve svych bunéénych sténach polysacharidy jako je chitin, dale pak
lipidy a proteiny. Mycelium tedy pfedstavuje v konecnych fazich rozkladu drfeva
vyznamny zdroj uhliku a dusiku, ktery vyuzivaji bakteridlni spole¢enstva (Baldrian et
al., 2013; Cooke a Whipps, 1993). Houby hnédé hniloby také produkuji kyselinu
Stavelovou, kterd je ve dievé a pid¢ ulozena ve formé Stavelanu vapenatého. Tento
prvek pak mohou bakterialni spoleCenstva vyuzit jako zdroj vapniku a uhliku. Mrtvé
bakteridlni buniky v pocatecnich fazich rozkladu mohou houbam poskytnout zdroje
dusiku (King a Waite, 1979). Pidni bakterialni spolecenstva redukujici siran poskytuji
zelezo nezbytné pro houbovy rtst, které je dievé v nedostatecném mnozstvi (Clausen,

1996).

Dalsim ptikladem interakce mezi houbami a bakteriemi je mykofagie.
Mykofagni bakterie vyuzivaji zivé houby, ze kterych ziskavaji ziviny pro svij rust.

Nejedna se tedy o vyuziti (jako zdroje zivin) odumielych nebo poskozenych mycelii a
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jinych  houbovych ¢asti. U  nékterych  zastupci se vyvinula forma
vzajemné/mutualistické mykofagie, ve které bakterie dodava houbé¢ specifické Ziviny
nebo degradujici toxiny (Leveau a Preston, 2008). S pfibyvajicimi studiemi bylo
zjisténo, ze rozhodujicim/preferovanym zdrojem uhliku pro mykofagni bakterie, je
glycerol. Testy byly provadény pouze v laboratofich, napiiklad s bakteriemi
Burkholderia terrae BS001, Burkholderia rhizoxinica a Rhizopus, u nichz byly
zjistény geny kodujici transportéry glycerolu, spojené s mykofagnim zivotnim

cyklem. (Haq et al., 2014; Nazir et al., 2013).

Po mykofagii studie prokézaly také vyskyt obraceného jevu, kdy dievokazné
houby lyzovaly bakteridlni bunky (vymizeni bakteridlni populace po tom, co bylo
zaoCkovano houbovym inokulem). Piikladem je studie Tsuneda a Thorna z roku 1994,
kde bylo zjisténo, Ze dfevokazné houby lyzuji bakteridlni kolonie v kultufe, véetné

bakteridlnich zastupcii, kteii degraduji mrtva had’atka (Tsuneda a Thorn, 1995).

Piikladem vzdjemné prospéSného vztahu (mutualismus) mezi houbou a
bakterii 1ze uvést jiz vySe zminénou bakterii Burkholderia terrae BS001, ktera houbu
,chranila“ pted ptisobenim cykloheximidu (fungicid) nebo metabolitli z antagonistické
bakterie Pseudomonas fluorescens kmene CHAO. Bakterie Burkholderia terrae
BS001 vtomto piipadé ziskdva od houby pfistup ke zdrojim zivin (poptipadé
kolonizaci dfeva) a houba je od bakterie chranéna pfed plisobenim Skodlivych latek

(Nazir et al., 2014).

Mezi dievokaznymi houbami riznych druhi nebo kmend dochdzi také k
antagonistickym interakcim, jako je kompetitivni interakce. Kompetitivni interakce je
zajiStovana napiiklad morfologickymi zména (tvorba bariér) nebo metabolickymi
zménami (produkce antifungalnich toxinti, rtiznych metaboliti nebo oxidacnich
enzymil). Vysledkem je napiiklad nahrazeni pivodniho mycelia v urcité oblasti
rozkladaného dieva, neptivodnim (Shipcott et al., 2016). Dal§im typem kompetitivni
interakce mezi houbami je mykoparazitismus, ktery se dale d€li na nekrotrofni
(mykoparazit ziskdva Ziviny z umirajiciho nebo mrtvého mycelia) a na biotrofni
(vyuziti Zivin z Zivého mycelia). Houby mohou parazitovat také na plodnicich nebo

sporach (Jeffries, 1995).
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3 Cile prace

Cile diplomové prace byly:

* Popsat strukturu houbového spolecenstva na vybranych kmenech v oblasti
Narodni ptirodni rezervace Zofinsky prales.

*  Zhodnotit vyvoj tohoto houbového spolecenstva v case (2013-2017).
* Zhodnotit rozkladné vlastnosti hub izolovanych z tlejicich kmenti.
Pracovni hypotéza:

e Mikrobialni (houbova) komunita se béhem rozkladu mrtvého dieva vyviji.
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4 Material a metody

V kapitolach nize jsou popsdny metody a materidly pouzité ve

tiech experimentech, které probihaly v letech 2017-2019.

Prvnim experimentem byla izolace hub z plodnic na tlejicim dievé. Materialem
byly plodnice hub rostoucich na vybranych tlejicich kmenech v Narodni pfirodni
rezervaci Zofinsky prales. Z plodnic byly houby izolovany do &istych kultur,
provadéla se taxonomicka identifikace na zdkladé¢ sekvenace ITS2.
Z homogenizovanych plodnic se stanovovaly chemické parametry mycelia (obsah
uhliku, dusiku, fosforu, C/N pomér, pH) a aktivita extraceluldrnich enzymi
podilejicich se na rozkladu difevni hmoty. Experiment mél za cil ziskat plodnice hub
z tlejiciho dfeva v Cistych kulturach kurceni zakladnich vlastnosti téchto hub a
k analyze jejich degrada¢nich schopnosti. Cast ziskanych izolati byla v ramci jiného

experimentu pouZzita pro celkovou analyzu genomu saprotrofnich hub.

Ve druhém experimentu se analyzovala struktura houbového spolecenstva v
tlejicim dfevé. Materidlem byly vzorky dieva ve formé pilin odebrané ze spadanych
tlejicich kmenti v Narodni piirodni rezervaci Zofinsky prales. Material byl pouzit pro
identifikaci a analyzu houbového spolecenstva metodou NGS na platformé Illumina
MiSeq (2x250 bazi), pro stanoveni celkové houbové biomasy meéfenim obsahu
ergosterolu, odhadu mikrobidlni aktivity na zakladé meéfeni extracelularnich
enzymovych aktivit rozkladu lignocelulézy, a zméfeni zakladnich chemickych
parametri vzorku (uhliku, dusiku, fosforu a pH). Cilem tohoto experimentu bylo
popsat strukturu a vyvoj houbového mikrobidlniho spolecenstva ve vybranych
kmenech a zhodnotit sloZeni houbového spolecenstva v ¢ase u 4 v€kovych kategorii

vybranych kment.

V experimentu 1 1 2 bylo pouzito stejnych metod, optimalizovanych vzdy pro

dany typ materialu.

Ve tietim experimentu byla porovnana houbova spolecenstva tlejiciho dieva
odebran¢ho v letech 2013 a 2017. Jednalo se vzdy o porovnani identickych kmen.

Cilem analyzy bylo popsat vyvoj houbového spolecenstva tlejiciho dieva v Case.
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4.1 Lokalita a vzorkovani

Sbér materidlu probihal v Narodni piirodni rezervaci Zofinsky prales (786
m.n.m), ktera se nachazi v Novohradskych horach v Ceské republice (48.6652942N,
14.7065467E). Jedna se o ptfirozeny lesni ekosystém, ktery je od roku 1838 bez zasahu
cloveka. Celkova rozloha ¢inni 102,71 ha (obr. 5) a z toho se vzorkovalo na plose
25,00 ha (pralesy.cz, ForestGEO). Sbér plodnic hub a vzorkd difeva probihal na
vybranych lezicich tlejicich kmenech buku (Fagus sylvatica), jedle (Abies alba) a
smrku (Picea abies). Vybér vhodnych kmenl zohlednoval zakladni metrickd data:
rok, kdy strom spadl (stari), minimalni tloustku kmene 20 cm a druh stromu. Cilem
vybéru byla homogenita metrickych parametri a zastoupeni jednotlivych druhti. Dle

roku, kdy byl kmen nalezen lezici, byly rozdéleny 4 vékové kategorie:

e leZici vice nez 32 let (pad pied rokem 1975), kategorie: >32let
o lezici 20 — 32 let (pad do roku 1997), kategorie: 20-32let

o lezici 9 — 19 let (pad do roku 2008), kategorie: 9-19let

o lezici 4 — 8 let (pad do roku 2013), kategorie: 4-8let

Q 300 m

National nature reserve 102,71 ha
\irgin forest 42,01 ha
Natural forest 32,19 ha
Semi-natural forest 28,51 ha

ForestGEQ plot 25,00 ha

Obrazek 5 Narodni ptirodni rezervace Zofinsky prales (étverec vyznaduje oblast, kterd byla
vzorkovana)
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4.1.1 Sbér plodnic hub

Sbér plodnic hub byl provadén pomoci ru¢ni pilky, kterou se plodnice oddélily
z oznacen¢ho kmene a ulozily se do jednotlivych polypropylenovych sacki s ¢iselnym
oznaCenim vzorku plodnice. Pilka se mezi jednotlivymi tukony sterilizovala
ethanolem. Z plodnic hub se jednalo nejcastéji o rody lesklokorka (Ganoderma),
troudnatec (Fomes) a outkovka (Trametes). Vzorky plodnic hub byly pievezeny
v chladicim boxu do laboratofe a uchovavany ve 4 °C (do 24 hodin pouzity pro izolaci
hub. Zbytek plodnice byl homogenizovan, lyofilizovan, uchovdvan v mrazaku pii -
20°C a dale zpracovavan piisluSnymi metodami. Pro méfeni enzymatické aktivity
byly plodnice nadrceny v tekutém dusiku v misce s tlou¢kem, ptesety pies sito,

umistény do 50 ml falkon a znovu vraceny do -20°C mrazaku.

4.1.2 Odbér tlejiciho direva

Sbér vzorkll rozkladajiciho se dieva na vybranych kmenech byl provadén
vrtanim vrtackou s 40 cm dlouhym vrtdkem s primérem Smm. Nejprve se zméfila
délka vybraného kmene a rovnomérné (podle délky kmene) se vybrala 4 mista, kde se
odebraly vzorky (dvé mista pro vzorek A a dvé mista pro vzorek B). Mezi
jednotlivymi kmeny se vrtak sterilizoval ethanolem. Odebrané vzorky dieva byly dany
do jednotlivych polypropylenovych sacki s ¢iselnym oznacenim vzorku a udrzovany
na ledu. V laboratofi se u vzorkil stanovila vlhkd a po lyofilizaci suchd hmotnost,
lyofilizované vzorky byly uchovavany v mrazédku pii -20°C a pouZity k dalSim
analyzdm. Odbéry vzorku, které zpracovavam v této diplomové praci, byly provadény
v zafi v roce 2017. Samostatné ze vzorku A a vzorku B se provadéla pouze izolace

DNA, ostatni metody se provadély ze vzorkl spojenych AB.

35



4.2 Izolace a kultivace hub

Pro izolaci Cistych kultur hub z plodnic bylo pouzito médium MERBS.
Z celkovych 60 odebranych vzorkd plodnic ze Zofinského pralesa bylo kviili malému
rozméru plodnic a nevhodnosti sesbiraného materialu izolovano 47 vzorkl. Z nich se
podafilo ziskat 22 ¢istych kultur. Izolace a nasledujici kultivace probihaly na MERBS
agarovém médiu v temnu pii 25°C. Pro dalsi pfeockovani ¢istych kultur bylo pouzito
MES médium a misky byly kultivovany stejnym zptsobem. Uspdné izolované
kultury byly ulozeny do CCBAS (Culture Collection of Basidiomycetes) s ptislusSnym

oznacenim.

e MERBS médium: 20,00 g/l malt extrakt, 0,05g/1 bengélska cerven, 15,00 g/l agar
a 2,00 g/l antibiotika streptomycinu, pfiddvano do média po sterilizaci a
vychladnuti agaru na 55°C

¢ MES médium: 20,00 g/l malt extrakt, 15,00 g/l agar a 2,00 g/l antibiotika

streptomycinu
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4.3 Biochemické metody

4.3.1 Stanoveni enzymatické aktivity plodnic hub

Celkov¢ byla stanovovana enzymatickd aktivita: 1,4-$-glukosidazy, fosfatazy,
chitindzy, celobiohydrolazy, 1,4-a-glukosidazy, 1,4-f-xylosidazy, 1,4-f-manosidazy,
1,4-f-galaktosidazy, lipdzy (triacylglycerolacylhydrolaza), f-D-glukuronidazy, 1,4-a-
galaktosidazy, lakazy, Mn-peroxidazy, oxidazy, peroxidazy, endo—1,4—p—glukanéza,

endo—1,4—B-xylanazy.

Enzymova aktivita s vyuzitim fluorescenéné znacenych substratii (MUF) byla
meétena spektrofotometricky na pfistroji Infinitive 200 (Tecan Trading AG,
Switzerland) za pouziti fluorescenéné znacenych substratl v mikrotitraéni 96-jamkové
desticce, neni-li uvedeno jinak (VERKON s.r.0., CZ). Byly zjistovany aktivity
extracelularnich enzymt podilejicich se na degradaci dfeva a organické hmoty (obr.

6):

e 1,4-f-glukosidazy, fosfatazy, chitinazy, celobiohydroldzy, 1,4-a-glukosidazy, 1,4-
[-xylosidazy, 1,4-f-manosidazy, 1,4-p-galaktosidazy, lipazy
(triacylglycerolacylhydrolaza), f-D-glukuronidézy, 1,4-a-galaktosidazy

Pro stanoveni hodnot jednotlivych MUF substratii, bylo do 20ml octanového
pufru 50mM, pH 5 (2,78g, 900 ul, 1000 ml destilované vody) ptiddno 0,1g vzorku
plodnice houby a vSe bylo promichdno mlynkem Ultra-Turrax T (IKA - WERKE
GMBH & CO. KG) po dobu 20 sekund. Pro stanoveni aktivity téchto enzymi nebylo
nutné vzorky odsolovat. Mezi jednotlivymi vzorky byl mlynek promyvan
destilovanou vodou. Me¢feni probihalo v mikrotitracni 96-jamkové desticce.
Multikanalovou pipetou o objemu 40 pl byly napipetovany piislusné enzymové
substraty oznacované zkratkou MUF (tabulka 4). Do jamek pro méteni MUFG a
MUPFP bylo navic pfidano 20 ul DMSO. Nasledné byl zamichany homogenizovany
vzorek plodnice houby pfidan multikanalovou pipetou v objemu 200 pl do jamek na
desti¢ce a desticka byla udrzovana v inkubatoru pii teploté¢ 40 °C, aby nedoslo
k odpatfeni vzorku. Kalibra¢ni fada byla pfipravena fedénim 1 mM roztoku MUF
(metylumbellyferol). Vzorek byl zméfen na spektrofotometru Infinitive 200 (Tecan
Trading AG, Switzerland) se softwarem Magellan po 5 minutich a po 125 minutach
pii excitacni vinové délce 355 nm a emisni vinové délce 460 nm. Princip reakce: Pti
méfeni se stanovuje enzymova aktivita, kdy enzymy S§tépi specialn€ pfipraveny
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substrat. Mé&ii se pak fluorescence latky, ktera vznikla odstépenim (odsStépend ma

fluorescenci, vazana ne).

SUBSTRAT ZKRATKA
2,75 mM 4-metylumbellyferyl-B-D-glukopyranosid MUFG
2,75 mM 4-metylumbellyferyl-fosfat MUFP

1,00 mM 4-metylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid ~ MUFN
2,50 mM 4-metylumbellyferyl-N-cellobiopyranosid MUFC
2,50 mM 4-methylumbellyferyl a-D-glukopyranosid MUFaG
2,50 mM 4-metylumbellyferyl-B-D-xylopyranosid MUFX
2,50 mM 4-metylumbellyferyl-B-D-mannopyranosid ~ MUFM
2,50 MM 4-methylumbellyferyl-B-D-galaktopyranosid MUFL
2,50 mM 4-methylumbellyferyl-caprylat MUFY
2,50 mM bis-4-metylumbellyferyl-glukuronid MUFU
2,50 mM 4-methylumbellyferyl-a-D-galaktopyranosid MUFalL

ENZYM

1,4-8 -glukosiddza
fosfataza

chitinaza
celobiohydrolaza
1,4-a-glukosidaza
1,4-B-xylosidaza
1,4-B-manosidaza
1,4-6 -galaktosidaza
lipaza
B-D-glukuronidaza
1,4-a-galaktosidaza

Tabulka 4 Tabulka s nazvy, koncentracemi a zkratkami jednotlivych substrati pro méteni

extracelularnich enzymd.

1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2
MUFG MUFG MUFG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFG MUFG MUFG

1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 +10ul 2 +10ul
MUFP MUFP MUFP MUF L MUF L MUF L MUFP MUFP MUFP MUF1/100 | MUF1/100

1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 +20ul 2 +20ul
MUFC MUFC MUFC MUF Y MUF Y MUF Y MUFC MUFC MUFC MUF1/100 | MUF1/100

1 1 1 2 2 2 1 +50ul 2 +50ul
MUFX MUFX MUFX MUFX MUFX MUFX MUF1/100 | MUF1/100

1 1 1 2 2 2 2 2 2 1+20ul 2 +20ul
MUFM MUFM MUFM | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFM MUFM MUFM MUF 1/10 | MUF 1/10

1 1 1 2 2 2 2 2 2 1 +50ul 2 +50ul
MUFN MUFN MUFN MUF L MUF L MUF L MUFN MUFN MUFN MUF 1/10 | MUF 1/10

1 1 1 2 2 2 2 2 2 1+10ul 2 +10ul
MUFU MUFU MUFU MUF Y MUF Y MUF Y MUFU MUFU MUFU MUF MUF

1 1 1 2 2 2 1 +20ul 2 +20ul
MUFalL | MUFaL | MUFaL MUFaL | MUFaL | MUF aL MUF MUF

Obrazek 6 Rozlozeni vzorki na mikrotitraéni desti¢ce pro méfeni enzymi MUF (zelené vzorek 1 s
kalibra¢ni kiivkou, Zluté vzorek 2 s kalibra¢ni kiivkou).

Enzymovi aktivita oxidativnich enzymt (lakéza, MnP, oxidaza, peroxidaza) se

stanovuje v odsolenych vzorcich rozpusténych ve 20ml octanového pufru 50mM, pH

5. K odsoleni byly pouzity kolonky SephadexTM G-25 M (GE-Healthcare, United

Kingdom), nejprve bylo nutné 50 ml falkony s jednotlivymi vzorky centrifugovat po

dobu 5 minut na 5000rpm, do kolonky byl nanesen

centrifugovanim. Postup odsolovani byl nasledujici:

supernatant vznikly

1. prefiltrovat ptes kolonku destilovanou vodu 3,5 ml, kterou nezachycujeme (slouzi

k procisténi kolonky od komeréniho roztoku),

2. ptefiltrovat 2,5ml vzorku, ktery také nezachycujeme,
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3. premistit kolonky se vzorky do piislusnych 15 ml falkon a pfefiltrovat 3,5 ml
destilované vody a vzorek zachytit,
4. dvakrat prefiltrovat 3,5ml destilované vody urcené k vycisténi kolonky. Takto

ziskané odsolené vzorky byly udrzovany v mrazaku pii — 20°C .

Lakazova aktivita byla méfena v mikrotitraéni 96-jamkové desticce, ve 4
technickych replikatech. Do jamek multikandlovou pipetou napipetovano 50 pl
vzorku, 150 pl citrat-fosfatového pufru a 50 ul ABTS (0,04g ABTS, 50ml destilované
vody). Po ptfidani ABTS byla mikrotitracni desticka ihned vlozena do
spektrofotometru Infinitive 200 (Tecan Trading AG, Switzerland) a lakazova aktivita
meétena po 30 sekundach pro hodné reaktivni vzorky a po 12 minutach pro méné
reaktivni vzorky pfi vinové délce 420 nm. Princip reakce: Lakdza oxiduje skupiny
v ligninu a tim pomahd jeho degradaci. Pfi méfeni vznikd oxidaci ABTS méfitelné

zbarveni, ¢im je barevngjsi, tim je vyssi aktivita.

o citrat-fosfatovy pufr (pH 5): 2,1g citraitové kyseliny, monohydrat, 100ml
destilované vody

e ABTS (0,08%): 0,04g ABTS, 50ml destilované vody

Meéteni MnP, oxidazové, peroxidazové aktivity v mikrotitracni 96-jamkové
desticce, ve 4 technickych replikatech pro kazdy enzym. Po pfipravé jednotlivych
substrati (AR, AP a AB, tabulka 5), bylo multikandlovou pipetou piidano do jamek
50 pl vzorku a 200 pl substrati a ithned méfeno ve spektofotometru Infinitive 200
(Tecan Trading AG, Switzerland) po 3 minutach pro velmi reaktivni vzorky a po 12
minutiach pro méné reaktivni vzorky pii vinové délce 590 nm. Pricip reakce na
manganové peroxidaze: Manganova peroxidaza oxiduje vazby molekule ligninu, Pii

méteni oxidativné propoji DMAB a MBTH za vzniku fialového barviva.

AR (MnP) AP (Per) AB(Ox)
Sukcinat-laktatovy pufr 10,5ml 10,5ml  10,5ml

DMAB 1,4 ml 1,4 ml 1,4 ml
MBTH 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml
MnSO4 0,7 ml - -
Peroxid 0,7 ml 0,7 ml -
EDTA - 0,7 ml 0,7 ml
Destilovana voda - - 0,7 ml

Tabulka 5 SloZeni substrati pro méfeni MnP, oxidazy (Ox) a peroxidazy (Per).
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e Peroxid se pfipravuje vzdy Cerstvy pred kazdym novym méfenim (50 pl 30%
peroxidu (H202) do 85 ml destilované vody).

e Sukcinat-laktatovy pufr (100mM, pH 4.,5): 0,146g sukcinatové kyseliny, DL-
laktatové kyseliny, sodna stl 60%, 100 ml destilované vody,

e DMAB (25mM, pH 6,5): 0,0826g, 20 ml fosfatového pufru,

e MBTH (ImM): 0,0043g MBTH, 20 ml destilované vody

e MnSOs(2mM): 0,016g MnSOys . 2H>0, 50 ml destilované vody

e EDTA (2mM): 0,074g Na,EDTA . 2H0, 50 ml destilované vody

Pro stanoveni endo—1,4—B-glukanazy a endo—1,4—B-xylanazy (Megazyme,
Irsko) aktivity byly pouZity 1,5 ml mikrozkumavky (Fisher Scientific, spol. s.r.o., CZ),
pro kazdy vzorek (3 technické replikaty) a 2 kontrolni vzorky destilované vody. Do
mikrozkumavky se ptidalo 150 pl vzorku a 150 pl substratu (azo-CM celuléza a azo-
xylan), v§e se 5 sekund vortexovalo a 5 sekund centrifugovalo na 10000 rpm, dale se
vzorky daly do termobloku na 45 minut a 40°C. Po vyjmuti vzorkl z termobloku bylo
pfidano 750 pl precipitantu, ihned zvortexovano a centrifugovano po 10 minut na
10000 rpm. Do mikrotitratni 96-jamkové desticky bylo napipetovano 200 pul
jednotlivych vzorkli a zméfeno na spektrofotometru Infinitive 200 (Tecan Trading
AG, Switzerland) pfi vlnové délce 595 nm. Princip reakce: Na celuléze a xylanu je
navazana karboxymetyl skupina. Pfi jejim odStépenim c¢innosti enzymil se uvoliiuje

barvivo. Aktivita enzymi byla vyjadiena v nM min!.g!.

e precipitant (pH 5): v 200 ml destilované vody rozpuStény 40g octan sodny
trihydrat a 4g octan zine¢naty + 800 ml 95% ethanolu
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4.3.2 Enzymové aktivity v tlejicim drevé

Pro stanoveni enzymatické aktivity vzorkl rozkladajiciho se dieva, bylo
pouzito stejnych metod, jako u méfeni enzymatické aktivity plodnic hub, vcetné
spektra stanovovanych enzymt. Vzorky rozklddajiciho se dfeva, ve formé
lyofilizovanych pilin, udrzované v mrazaku v — 80°C, byly namlety na jemny prasek
pomoci ultra odstfedivého mlynu ZM 200 (RETSCH®, CZ). Mezi jednotlivymi
vzorky byl mlynek rozebran, omyvan destilovanou vodou a sterilizovan pomoci
ethanolu, aby nedosSlo ke vzijemné kontaminaci. Takto namleté vzorky, neustale
udrzované v chladu na ledu, byly navazeny do 50 ml falkon a stejn¢ jako u plodnic
hub, zmixovany s acetaitovym pufrem pomoci mlynku (stejny postup jako u predchozi

extrakce).

4.3.3 Stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti tlejiciho dieva a
plodnic

4.3.3.1 Obsah dusiku a uhliku (C/N pomér)

Pro stanoveni obsahu uhliku a dusiku, C/N poméru bylo navazeno do 15 ml
falkon 1 g lyofilizovaného, mletého a ptesatého vzorku (vazeni zaznamenano
v tabulce na tii desetinnd mista). Pro vazeni vzorkli byly pouzity vahy (VWR
Collection, CZ) a jednotlivé pomuicky byly mezi jednotlivymi vzorky sterilizovany

ethanolem. Navazené vzorky byly odeslany do externi laboratofe a udrzovany ve 4 °C.

4.3.3.2 Obsah fosforu

Pro analyzu obsahu fosforu v plodnicich hub bylo navaZeno v rozmezi o 0,01g
az do 0,1g lyofilizovaného, mletého a presatého vzorku (pfesné hodnoty zaznamenany
v tabulce) do 15 ml falkon. Bylo pfipraveno 10 standartl pro kalibracni kiivku.
Celkovy fosfor byl detekovan na spektrofotometru (VERKON, CZ) pii vinové délce
610 nm.

4.3.3.3 Méfeni pH

Na méfeni pH bylo navdzno 0,5g vzorku plodnic/dfeva do 50 ml falkon,
nasledné bylo napipetovano k jednotlivym vzorkiim 10 ml destilované vody a vzorky
se nechaly tfepat po dobu 4 hodin na orbitalni tiepacce v temnu pii teploté 25 °C. Po 4
hodindch se vzorky nechaly vklidu a pH metrem (P-lab, CZ) se méfilo pH

v supernatantu. Mezi jednotlivymi métenimi se pH metr omyval destilovanou vodou.
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4.3.3.4 Stanoveni obsahu ergosterolu ve vzorcich rozkladajiciho se di‘eva

Biomasa hub ve dfevé byla vyjadiena obsahem ergosterolu. Ergosterol je lipid,
ktery se specificky vyskytuje v bunéénych membranach hub. Byl stanovovan ve 119
smeésnych vzorcich (AB) rozkladdajiciho se dieva. Tyto vzorky byly lyofilizované,

namleté na jemny prasek a do analyzy udrzované v - 80°C mrazaku.

Bylo navéazeno 0,5 g vzorkt, udrzovanych v chladu, do sklenénych vialek EPA
o objemu 20ml (VERKON, CZ). Déle bylo ptidano 3 ml KOH (10% roztok
v methanolu) a 1 ml cyklohexanu. Vzorky byly vlozeny do lazné s ultrazvukem (70
°C 2x20 minut). Do kazdého vzorku bylo napipetovano 1 ml destilované¢ H>O a 2 ml
cyklohexanu, vSe bylo 30 sekund vortexovano a 5 minut centrifugovano na 3500 rpm.
Do ¢istych ampulek byl odebran supernatant, k ptivodnim vzorkim byly napipetovany
2 ml cyklohexanu (2x). Celkové bylo odebirano tfikrat a ziskano 6-7 ml supernatantu,
ktery byl zamrazen. Supernatant byl odpafen dusikem do sucha, byl pfidan 1 ml
methanolu a 30 sekund vortexovan, 20 minut se nechaly vzorky v lazni na 40 °C a
nasledné¢ se 30 vortexovaly a 1 ml se piepipetoval do 1,5 ml mikrozkumavek.
Mikrozkumavky se centrifugovaly 3 minuty na 6000 rpm a 800 ul vzorku se
piepipetovalo do mensich sklenénych ampulek podle postupu Snajdra et al. (2008).

Obsah ergosterolu v ptipravenych vzorcich byl zméfen v externi laboratofi.
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4.4 Molekularné-genetické metody
4.4.1 Izolace DNA u izolati hub a dieva

Izolace DNA z izolati hub a rozkladajiciho se dfeva byla provedena pomoci
komeréné dostupného kitu NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel, USA). Rozdily
mezi izolaci hub a dieva byly pouze v modifikaci objemi u jednotlivych pufrii, zména

¢asu vortexovani a centrifugace.

Izolace DNA u hub z plodnic pro taxonomickou identifikaci byla provedena
ze zmrazeného materialu odebraného pfi zpracovani plodnic, vstupnim mnoZzstvim pro
izolaci bylo cca 0,3 g vlhkého vzorku. Pro ovéfeni identity ¢istych kultur byla
houbova biomasa opatrné¢ odebrana ze svrchu agarovych misek, aby nedoslo
k poskozeni agarové vrstvy. Pro izolaci bylo pouzito cca 0,3 — 0,5 ml biomasy.
Vzorek byl vobou piipadech navazen pfimo do sterilnich mikrozkumavek se
sklenénymi kulickami, které jsou soucasti kitu. Déle bylo postupovdno podle

ptiloZzeného komer¢niho protokolu.

Izolace DNA z tlejiciho dfeva byla provedena obdobnym zpisobem. Celkem
bylo izolovano 119 (A a B) vzorkd lyofilizovaného na praSek namletého
rozkladajiciho se dieva. Do sterilnich mikrozkumavek se sklenénymi kulickami, bylo
navdzeno 150 mg materidlu, u jednotlivych vzorkid byla zaznamendna hmotnost
navazené¢ho materidlu. Dale pak bylo postupovano podle komeréniho protokolu s
nékolika modifikacemi. V prvnim kroku byl zvySen objem SL1 lyzaéni ho pufru ze
700 ul na 750 pl, dale pak bylo pouzito misto vortexu na 5 sekund, FastPrep®-24
(MP Biomedicals, USA) na 2x30 sekund (mezi jednotlivymi vortexovanimi byly
vzorky ponechdny 5 minut v klidu). Centrifugace vzorkl v jednotlivych krocich byly
pozménény z 1 minuty a 11 000 x g na 2,5 minuty a 12 000 x g. Centrifugace
v ptedposlednim kroku pro Uplné vysuSeni silikdtové membrany byla zménéna z 2
minut a 11 000 x g na 5 minut a 12000 x g. V kone¢ném kroku bylo pouzito 50 ul SE

pufru pro ziskani stfedni koncentrace a vytézku DNA.

Po zméieni koncentrace a kvality izolované DNA byl pouzit spektrofotometr
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA) dle pfilozeného navodu. Cistota DNA
byla ur€ovana pomérem mezi absorbanci pii 260 a 230 nm (A260/A230, 1,5 — 2,0 pro
¢istou DNA) a pomérem absorbanci pii 260 a 280 nm (A260/A280, 1,8 - 1,9 pro Cistou
DNA).
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4.4.2 Ovéieni identity plodnic hub a hub ze vzorki diteva

Po zméteni koncentrace a ¢istoty DNA na NanoDrop 1000 Spectrophotometr
(Thermo Scientific, USA), byla provedena PCR pro amplifikaci DNA izolati hub,
které¢ se sekvenovaly metodou Sanger v externi laboratoifi a pro amplifikaci vzorki

dreva, které se sekvenovaly na platform¢ Illumina MiSeq (2x250 bazi).

Pro PCR izolatt hub (jejich pfesnd identifikace) byl pfipraven premix podle
protokolu nize v tabulce 6. Do premixu v 96-jamkové desti¢ce se pridal 1 pul DNA.
Ptipravené vzorky byly dany do termocykléru Biometra T-gradient (iBioTech, CZ)
podle programu: zahtati a po€atecni denaturace 94 °C, 4 minuty, 35x (denaturace 94
°C 50 sekund, annealing 55 °C 50 sekund, elongace 72 °C 50 sekund), extenze 72 °C,
7 minut. Teplota po skonceni cykli byla v termocykléru 4 °C Biometra T-gradient
(iBioTech, CZ). Pro potvrzeni uspésné PCR reakce byly provedena kontrola na
agarové elektroforéze MultiSUB Choice Trio (iBioTech, CZ).

Vzorky A a B izolované DNA rozkladajiciho se dieva (pro identifikaci hub)
byly nejprve smichany do jednotlivych mikrozkumavek a u takto smichanych vzork
byla znovu méfena koncentrace a cistota DNA na NanoDropu 1000. Vzorky byly
pipetovany do 96-jamkové desticky podle protokolu niZe v tabulce (koncentrace u

jednotlivych reaktanti byly upravovany v zavislosti na poctu vzorkii vstupujicich do

reakce).

5xQ5 Reaction Buffer 5ul
PCR Nucleotide Mix (10mM) 0,5 ul
BSA 10 mg/ml 1,5 ul
primer gITS7 (10 pmol/ul) 1 ul
primer ITS4 (10 pmol/ul) 1 ul
Q5 High-Fidelity DNA polymerase 0,25 ul
5xQ5 HighGC Enhancer 5 ul
templatova DNA (20ng/ul) 1 ul
PCR H,0 9,75 ul

Tabulka 6 Komponenty PCR reakce

K amplifikaci mezerniku ITS2 rDNA byly pouzity primery gITS7
(5’GTGAATCATCGAATCTTTG-3) a ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
Jiz namixované do jednotlivych mikrozkumavek a specifickych pro jednotlivé vzorky.

PCR H>O byla do premixu ptfidavana prvni a templatova DNA jako posledni. Vzorky
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byly ve 3 technickych replikatech. Ptipravené vzorky byly dany do termocykléru
Biometra T-gradient (iBioTech, CZ) podle programu: zahtati a pocate¢ni denaturace
94 °C, 5 minut, 30x (denaturace 94 °C 30 sekund, annealing 56 °C 30 sekund,
elongace 72 °C 30 sekund), extenze 72 °C, 7 minut. Teplota po skonceni cykla byla
v termocykléru 4 °C Biometra T-gradient (iBioTech, CZ). Pro potvrzeni uspésné PRC
reakce byly provedena kontrola na agarové elektroforéze MultiSUB Choice Trio

(iBioTech, CZ).

Pro ptipravu 1% agarové elektroforézy MultiSUB Choice Trio (iBioTech, CZ)
bylo potieba 35 ml 1% TAE pufr (Tris-acetat-EDTA) a 0,35g agaru (jednotlivé vahy
se lisily podle poctu vzorkd, velikosti pouzité ,,vany“ a potfebné velikosti agarového

gelu).

e 1% TAE (rozpusténim zéasobniho 50% TAE pufru v destilované vode (zasobni
50% TAE pufr 242g Tris base rozpusSténé v 600 ml destilované vody, 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5 M EDTA, zéasobni roztok 0,5 M EDTA 93,05
g EDTA disodium rozpusténé v 500 ml destilované vody, pH 8)).

e 10 pul ethidium bromidu (EtBr, 10 mg/ml) pro vizualizaci vzork,

e 1 pul hmotnostni standart O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, USA),

e negativni kontroly (premix s mixem vybranych primert),

e 1 ul jednotlivych vzorka, které¢ byly jeSté¢ pied vlastnim napipetovanim do
agaroveého gelu, smichany s 1 ul Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA) na

parafinu pro lepsi aplikaci do agarového gelu

Agarova elektroforéza byla zapnuta na 90V, 500mA a po dobu 30 minut. Poté
byl gel vizualizovan na pfisluSném pfistroji UltraCAM Digital Imaging Systém
(AMERICAN LABORATORY TRANDING, INC., USA). Takto ziskané 3 technické
replikaty PCR produktti dfeva (u izolatd hub se provadéla pouze elektroforéza), se
pfed vlastni sekvenaci smichaly (pfislusné 3 technické replikaty do 1,5 ml
mikrozkumavek) a purifikovaly pomoci komeréniho protokolu, ktery je soucasti

MinElute PCR Purification Kitu (Qiagen, Hilden, Germany).

U purifikovanych PCR produktii byly na fluorometru Quibitu (Qubit® 2.0
Fluorometer Life Technologies, Waltham, USA) zméfeny piesnéj$i koncentrace a

Cistoty DNA. Pro méfeni vzorki na Quibitu je nejprve pfipraven pracovni roztok (1x n
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pl Quibit reagent a 199x n pul Quibit pufru, kde n je pocet vzorki). S roztokem jsou
pak zméieny standarty (190 pl pracovni roztok, 10 pl standarty) a nasledné ostatni
vzorky (199 ul pracovni roztok, 1 pl vzorek). Zmétené PCR produkty dieva byly
pfipravené pro sekvenaci na platformé Illumina MiSeq (2x250 bazi). Pro pfipravu
knihovny byly pfipraveny ekvimolarni smési amplikonti s pouzitim TruSeq® DNA

PCR-Free LT Kit (Illumina, USA).

4.4.3 Illumina Mi-Seq sekvenovani

[llumina Mi-Seq pouziva sekvencni syntézu reverzibilniho termindtoru ke
komplexnimu sekvenovani. V jednom cyklu spojuje generovani klastrti, amplifikaci,
sekvenovani genomické DNA a analyzu dat. Lze si pfizptsobovat délku cteni,
sekvenovanou oblast nebo zajistit jednostranné ¢i oboustranné ¢teni. Sekvenovani Mi-
Seq vyuziva fluorescen¢né znacenych, reverzibiln€ terminovanych bazi, kdy je kazdy
nukleotid detekovan pii inkorporace do vldkna nukleové kyseliny. Zarovenn dochézi k
zdaznamu intenzity fluorescenéné znacené¢ho termindtoru. Nakonec je terminator

odstépena a umozni inkorporaci dalsi baze.
Obecny princip sekvenovani pomoci Mi-Seq sekvenatoru:

1. na oba konce DNA fragmenti ligaci pfipojeny dva adaptory,

2. denaturace DNA,

3. fragmenty DNA jednim koncem imobilizovany na desticku,

4. volny konec ssDNA hybridizuje s komplementarnim adaptorem navdzanym na
povrchu desti¢ky, vytvari muistek

5. mustkova amplifikace (vznikaji shluky tisict kopii ssDNA) pro dostatecny
svételny signal béhem sekvenovani (obr. 7 a 8) (Ansorge, 2009)).
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A C D

Obrazek 7 tzv. mustkova amplifikace fragmentti DNA, (A) fragment DNA opatfeny na obou koncich
adaptory nanesen na desticku, (B) volny konec hybridizuje s navazanym oligonukleotidem, (C)
isotermalni amplifikace, (D) ke kazdému fragmentu DNA pfipojen sekvenacni primer (pfed samotnym
sekvenovanim (pfevzato z Ansorge, 2009))

~

- R R R R R

E F G

Obrazek 8 (E) fluorescencné znaceny nukleotid s navazanym reverzibilnim terminatorem je
inkorporovan do fetézce, (F) odstranéna blokujici skupina, pokracovani syntézy az na konec fetézce,
(G) eliminace vzniku chyb pfirozenou kompetici vSech ¢tyt znacenych nukleotidd, (H) intenzita
fluorescence detekovana CCD kamerou (pfevzato z Ansorge, 2009).
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4.5 Vyhodnoceni sekvenacnich dat z Mi-Seq analyzy

Ziskané ITS sekvence z Mi-Seq byly vyhodnoceny v programu SEED
(Baldrian et al., 2013). Data byla koanalyzovéna s daty z odbéru dieva roku 2013. Pro
¢teni parid (2x250 bp) byla data slouc¢ena pomoci fastqjoin. Sekvenaci mezerniku ITS2
bylo ziskano 4 791 538 sekvenci. Ze sekvenci byl vybran tusek ITS2 o max. délce 396
bp a min. délce 40 bp. Byly vynechany sekvence dvojznaénymi bazemi a sekvence s
prumérem kvality <30. Byly odstranény sekvence kratsi nez 200 bp. Filtrované
sekvence byly seskupeny pomoci algoritmu UPARSE implementovaného
v USEARCH 7.0.1090 (Edgar, 2013) pti 97% urovni podobnosti. Pro kazdy klastr
(operacéni taxonomickou jednotku, OTU) byla zkonstruovana konsenzualni sekvence.
Vzniklé konsenzualni sekvence byly seskupeny do finalnich klastri na zékladé 97%
urovni podobnosti, které piiblizn€ odpovidaji Grovni vzdjemné podobnosti

studovanych sekvenci na trovni druhd hub (Tlaskal, et al., 2016).

K identifikaci jednotlivych OTU byl pouZit algoritmus BLASTn proti databazi
GenBank. Nebakteridlni sekvence byly odstranény. Pro kaZdou operacni
taxonomickou jednotku byla nalezena nejpodobnéjsi sekvence se znamym
taxonomickym zafazenim minimalné na uUrovni rodu (,,best hit*). Pocty sekvenci
jednotlivych OTU a jejich taxonomicka identita byly pouZity jako vstup pro statistické

vyhodnoceni sloZeni spolecenstva hub (Tlaskal et al., 2016).

4.6 Vyhodnoceni funk¢ni struktury houbového spoleCenstva

Po identifikaci jednotlivych houbovych OTU, pro kterou byl pouzit algoritmus
BLASTn proti databazi GenBank, byly OTU piifazeny k ekofyziologickym
kategoriim pomoci FUNGuild, https://github.com/UMNFuN/FUNGuild (Tedersoo et

al., 2015). FUNGuild byl pouzit na roziazeni (pii 97% urovni podobnosti), jak
houbovych spolecenstev ze vzorkll dieva, tak z odebranych plodnic. Ekofyziologické
kategorie byly rozdélené podle trofismu jednotlivych houbovych zastupcl a podle
vlastnosti, zejména pak degradac¢nich (pf. jiz zniméné houby bilé, hnédé a mekké
hniloby). Jednotlivé kategorie byly nasledné statisticky zhodnoceny vzhledem k druhu

stromu, vékové tfidé a roku odbéru.
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4.7 Statistické zhodnoceni vysledkii

K vyhodnoceni vysledkt byly pouzity program Past a platforma R (balicek
vegan). V téchto programech/platformach byly pocCitany vyznamné statistické rozdily
mezi hodnotami aktivit enzymt, prvkového slozeni jak u plodnic, tak u vzorki dieva
z vybranych kment. Ddéle byly programy/platformy pouzity na vyhodnoceni
statistickych rozdilti u a jednotlivych OTU (kmeny, fady a rody) ve vzorcich dreva.
Enzymové aktivity, prvkové slozeni a rozdily mezi jednotlivymi kmeny a tady byly
analyzovany pomoci testit ANOVA, Kruskal-Wallis a Fisher LSD post-hoc test.
Rozdily v hodnotou p<0,05 byly povazovany za signifikantni. Pro zpracovani dat z

Mi-seq sekvenovani byl pouzit program SEED.

U vzorkl plodnic byl pouzit program Past se zobrazenim vzorkli metodou
NMDS (Nonmetric MultiDimensional Scaling) s Bray-Curtisovym indexem. Byly
zjiStovany rozdily mezi jednotlivymi vzorky plodnic u prvkového slozeni a
enzymatické aktivity. Vysledky byly zobrazeny pomoci grafii v programu Past a
Excel. Plodnice byly porovndvany mezi sebou. Pro identifikaci plodnic byla pouzita
Sangerova metoda. Vysledky byly zpracovany v programu BioEdit Sequence
Alignment Editor.

U vzorki dfeva byly pouZity programy Past a platforma R (balicek vegan).
Byly zjiStovany rozdily mezi jednotlivymi druhy strom 1 mezi jednotlivymi v€kovymi
ttidami v zavislosti na dobé& rozkladu. Programy byly pouZity na vyhodnoceni
statistickych rozdilti u a jednotlivych OTU (kmeny, fady a rody) ve vzorcich dreva.
Pro zpracovani dat z Mi-seq sekvenovani byl pouzit program SEED. Enzymové
aktivity, prvkové sloZeni a rozdily mezi jednotlivymi kmeny a fady byly analyzovany
pomoci testh ANOVA, Kruskal-Wallis a Fisher LSD post-hoc test. Rozdily v hodnotou
p<0,05 byly povazovany za signifikantni. Vysledky byly zobrazeny pomoci grafti v
programu Past a Excel a byly komentovany v pfislusnych podkapitolach ve

vysledcich.

Pomoci programu SEED (Vétrovsky a Baldrian 2013) byly stanoveny indexy
diverzity Chaol index a Shannon-Wiener index, které reprezentuji odhad diverzity
houbového spolecenstva a pocet dominantnich OTU, které predstavuji > 80 % vSech

ziskanych sekvenci daného vzorku.
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5 Vysledky

5.1 Plodnice hub
5.1.1 Identifikace plodnic hub izolovanych z tlejicich kmenii

V Zofinském pralese bylo celkem odebrano 60 plodnic dfevokaznych hub
rostoucich na vybranych sledovanych kmenech. Vzhledem k jejich velikosti a stavu
jich bylo izolovano 47, celkem 22 z nich se podafilo prevést do &istych kultur. Cast
DNA z téchto 60 plodnic hub byla odeslana na sekvenaci Sangerovou metodou do
externi laboratofe. Usp&iné izolované kultury byly uloZzeny do CCBAS (Culture
Collection of Basidiomycetes) s ptislusSnym oznacenim, ¢ast DNA (obr. 9 a 10) byla
pro kontrolu Cistoty izoldtu a taxonomické identity znovu sekvenovana. Seznam

ziskanych plodnic a jejich identifikace je uvedena v tabulce 7.

Sekvence  mezerniku  ITS2  amplifikované  z primerQ glTS7
(5’GTGAATCATCGAATCTTTG-3) a ITS4 (S TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
byly pouzity pro identifikaci plodnic hub izolovanych z tlejicich kment z odbéru
z roku 2017. Po odstranéni nekvalitnich sekvenci vznikl soubor o 20 538 sekvencich
max. délky 350 bp a min. délky 63 bp. Sekvence byly zatazeny do 63 OTU na 97%
urovni podobnosti (odstranéni singletontl, tj. OTU obsahujicich pouze 1 sekvenci).
Pro jednotlivé OTU byla urena E-hodnota, podobnost s nalezenou sekvenci a délka

alingmentu.
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éislo sekvence|C/N

OTU |oznaceni best hit E-hodnota |podobnost [%]|pokryti [%]|plodnice |izolat|genomu |pomér [P [pH
Z01_ (MKO028464 |Mycena cf. galericulata 1.43816e-108 100 100 X

Z02_ [MK028392 |Crepidotus cf. applanatus 3.07036e-055 87 99 X

Z03_ |EF643580.1 |Dipodascus australiensis strain A401 4.34987E-102 89 46 X X X X| X
Z704_ |LC492856 Mycena haematopus 2.99959e-100 99 100 X

Z05_ [MN597451 |Pluteus insidiosus 1.7135e-097 100 100 X

Z06_ |MK028497 |Pluteus phlebophorus 1.6829e-097 100 100 X

Z07_ (JF908610.1 |Pluteus galeroides 0 91 99 X X
Z08_ |JX504150 Laccaria amethystina 6.30151e-102 100 100 X X

Z09_ [MT035958 |Daedaleopsis confragosa 1.03008e-099 100 100 X X X[ X
710_ [MK028392 |Crepidotus cf. applanatus 2.88097e-100 100 100 X

Z11_ |JF908421.1 (Mycena romagnesiana 0 98 100 X

Z12_ |MK415313 |Ganoderma applanatum 9.82151e-095 100 100 X X X | X
Z13_ |MK404402 |Hypholoma fasciculare 6.41078e-102 100 100 X

715_ [MN959786 |Lactarius subdulcis 6.34985e-138 100 100 X X

716_ [JX536159 Gymnopus dryophilus 0 100 100 X

Z17_ |[MN959786 |Lactarius subdulcis 6.34985e-138 100 100 X X

Z18_ |MN947342 |Laccaria amethystina 6.30151e-102 100 100 X

Z19_ |MF437013 Tyromyces kmetii 1.6829¢-097 100 100 X X X

Z720_ |KX533920 Polyporus varius 2.79902e-095 100 100 X

Z21_ [IN241552.1 |Athelia rolfsiiisolate 3087 4.80275E-32 81 25 X

722_ |[MK120542 |Fomitopsis pinicola 2.15446e-086 99 100 X X X X X[ X
723_ |MH855142 |Kretzschmaria deusta 5.13344e-082 100 100 X X

724_ |MK415313 |Ganoderma applanatum 9.82151e-095 100 100 X X X X | X
Z25_ |MH856155 |Mycetinis alliaceus 1.93262e-153 100 100 X

726_ |FJ865440.1 |Fomes fomentarius isolate 7 0 89 99 X X X X X| X
Z27_ |LT838193 Pluteus cervinus 9.33486e-090 100 100 X X X X
728_ |MK184459 |Fomes fomentarius 5.83714e-092 100 100 X X | X
Z29_ |HM562155.1 |Pluteus cervinus voucher REG 13616 5.06038E-176 95 60 X X X
730_ [MK028455 |Lycoperdon cf. pyriforme 6.30151e-102 100 100 X

Z31_ [LT838193 Pluteus cervinus 4.37185e-088 100 100 X

732_ |AF498289.1 |Megacollybia platyphylla 0 88 98 X X X X X
Z33_ |MK214416 |Hypholoma lateritium 3.85287e-104 100 100 X X X X X
iz34 |MK415313 |Ganoderma applanatum 4.56951e-093 100 100 X X X X
735_ |LT838193 Pluteus cervinus 4.37185e-088 100 100 X

736_ [MK120542 |Fomitopsis pinicola 1.6829e-097 100 100 X X X
Z37_ |JF908397.1 |Mycena laevigata voucher 227d 0 84 99 X X X

738_ |MK028392 |Crepidotus cf. applanatus 6.23619e-097 99 100 X

739_ |MH855142 |Kretzschmaria deusta 5.13344e-082 100 100 X X X X X
Z40_ |MN597451 |Pluteus insidiosus 4.79252e-098 100 100 X

ZA1_ |JF908394.1 |Mycena amicta voucher 189f 0 92 99 X

Z42_ |JF908460 Mycena epipterygia 3.91817e-104 100 100 X

Z43_ |MG654742 |Mycena purpureofusca 5.13281e-098 98 100 X

Z44_ 1JF908395 Mycena speirea 1.28637e-093 100 100 X

Z45_ |MK028477 |Mycena sp. strain Montri-271 1.92699¢-082 94 100 X

246_ |AY909025.1 |Hypoxylon cohaerens strain F-160,842 1.12682E-152 86 78 X

Z47_ |DQ112630.1 |Lycoperdon perlatum 4.01528E-95 92 99 X X X X
Z51_ |MKO028403 |Galerina cf. marginata 3.0121e-105 100 100 X

Z52_ |MH856703 |Sarcomyxa serotina 1.37791e-103 100 100 X X X
Z53_ |EU153471 Trametes versicolor strain DSM11269 6.00468e-072 93 100 X X X| X
Z54_ |MK120542 |Fomitopsis pinicola 1.6829¢-097 100 100 X X X | X
Z55_ [MK509800 |Trametes versicolor 1.25461e-093 100 100 X

Z56_ |[MG915102 |Fungal sp. 4.74086e-093 99 100 X X X
Z57_ |[MK509800 |Trametes versicolor 1.25461e-093 100 100 X X X X X| X
Z58_ |[MK509800 |Trametes versicolor 1.25461e-093 100 100 X X X| X
Z59_ [MN663268 |Scleroderma citrinum 9.5712e-121 100 100 X X X
260_ |MKO028453 |Lycoperdon cf. perlatum 2.35451e-106 100 100 X

261_ |MK184459 |Fomes fomentarius 5.83714e-092 100 100 X X X
762_ |MK415313 |Ganoderma applanatum 9.82151e-095 100 100 X X X[ X
763_ |MK415313 |Ganoderma applanatum 9.82151e-095 100 100 X X X

Tabulka 7 Seznam ziskanych plodnic a jejich identifikace (E-hodnota, podobnost s nalezenou
sekvenci a délka alingment, ziskané plodnice a izolaty a C/N pomér, P a pH).
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Obrazek 9 Ptiklad houby bilé hniloby: Hypholoma lateritium (tfepenitka cihlova), vzorek Z33, ME
medium.

Obrazek 10 Priklad houby mékké hniloby: Kretzchmaria deusta syn. Hypoxylon deustum syn. Ustulina
deusta (spalenka skofepata), vzorek Z23, ME medium.
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5.1.2 Analyza prvkového sloZeni

Analyzou prvkového slozeni byly zjistovany obsahy uhliku, dusiku, fosforu a
stanoveni pH v plodnicich hub sesbiranych na vytipovanych tlejicich kmenech.
Me¢fteni obsahu uhliku, dusiku, fosforu a pH bylo provedeno u 28 plodnic hub (tabulka
7, grafy 1, 2, 3). U zbylych plodnic nebylo dostatecné mnozstvi pro navazeni
ptislusnych hmotnosti. Prvkové slozeni plodnic hub je druhové specifické. Zejména v
obsahu dusiku, fosforu a vypocteného C/N poméru lze sledovat obcCasné rozdily.
Hodnoty pro obsah C se pohybuji v rozmezi od 33,42 do 54,21 %, u N v rozmezi od
0,28 do 8,51 %, au P v rozmezi od 0,75 do 19,44%.
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iI i ”“I iI
» i ikt
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Vzorky plodnic

Graf 1 Namétené hodnoty N (graf A) v odebranych plodnicich. Hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich
procentech vztazené na g susiny a se stfedni chybou priméru.
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Vzorky plodnic

Graf 2 Namétené hodnoty C (graf B) v odebranych plodnicich. Hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich
procentech vztazené na g susiny a se stfedni chybou priméru.
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Graf 3 Namétené hodnoty P (graf C) v odebranych plodnicich. Hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich
procentech vztazené na g suSiny a se stfedni chybou priméru.

Kromé vzorku Z47 (Lycopedron perlatum), ktery vykazoval zvysené mnozstvi

dusiku a fosforu a vzorku Z29 (Pluteus cervinus, zvysené mnozstvi fosforu), nejsou

viditelné vyrazné rozdily. U naméfenych obsahii jednotlivych prvkd nebyla zjiSténa

korelace pomoci Spearmanovy korelacni metody (-0.02). Na grafu 4 jsou zelené

znazornény plodnice s vyrazné odlisnymi prvkovym slozenim (jedna se o vyssi nebo

vyrazné nizsi hodnoty fosforu). Pouze u vzorku Z03 (Dipodascus australiensis) $lo o

niz8i hodnoty fosforu, u ostanich: Z27 (Pluteus cervinus), 229 (Pluteus cervinus), 7232

(Megacollybia platyphylla), Z33 (Hypholoma lateritium), Z39 (Kretzschmaria deusta)

a ZA7 (Lycopedron perlatum), byly hodnoty vyssi.
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Graf 4 NMDS metoda (program Past) naméfenych hodnot dusiku, uhliku a fosforu u vzorka
odebranych plodnic. K vypoctu byl pouzit Bray-Curtisiv index (p<0,05).
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5.1.3 Enzymova aktivita

U plodnic hub byla stanovovana enzymaticka aktivita 1,4-B-glukosidazy,
fosfatdzy, chitinazy, celobiohydrolazy, 1,4-a-glukosidazy, 1,4-B-xylosidazy, 1,4-B-
manosidazy, 1,4-B-galaktosidazy, lipazy, B-D-glukuronidazy, 1,4-a-galaktosidazy,
endo-1,4-B-glukanazy, endo-1,4-B-xylanézy, lakdzy, manganova peroxidazy, oxidazy,

peroxidazy, protedzy (tabulka 8-10).

Zvolené spektrum enzymu reflektovalo mikrobialni zptsob rozkladu dievni
hmoty v piirozeném prostiedi. V naméfenych enzymovych aktivitich nebyly
pozorovany mezi plodnicemi velmi vyrazné rozdily. Vyclenéni nékterych skupin
plodnic (zelené oznacené) patrnych v non-metric NMDS jsou zpisobeny niz§imi
hodnotami aktivit enzymil celkové (graf 5). Podle metody jsou viditelné rozdily v
enzymatické aktivité u vzorkti Z07 (Pluteus galeroides), Z17 (Lactarius subdulcis),

7259 (Scleroderma citrinum), Z39 (Kretzschmaria deusta) a Z36 (Fomitopsis pinicola).
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(A

)

1,4-B- 1,4-B- 1,4-B- endo—1,4—p-
glukozidaza fosfatdza (nM [celobiohydrolaza |xyloziddza (nM |manozidaza (chitinaza (hnM [glukanaza (nM

kéd |[jméno plodnice (nMmin"'.g? |min"'g™ (nMmin'g™ min"'.g™") (nMmin'g™ [min'g™) min"'.g™")

Z01 |Mycena galericulata 22,6 + 0,8(33,9 £ 1,0( 11,2 + 0,5 52+ 0,2] 03+ 0037+ 04 104 + 0,2
Z02 (Crepidotus cf. applanatus | 11,0 + 0,4| 28,7 + 0,3 4,1 + 0,5 09+ 0,0 78 + 0,112,7 + 0,9 16,8 + 3,4
Z03 |Dipodascus australiensis 19,6 + 0,7] 3,1 % 0,4/ 19,9 + 1,2116,5+ 0,3 29 + 02| 6,9 + 02| 27,7 + 16,6
Z07 |Pluteus galeroides 12,4 + 6,3| 23,1 + 1,01 10,0 + 1,0l 1,6+ 03] 03+ 0024+ 05 442+ 195
Z09 |Daedaleopsis confragosa | 17,8 + 0,4[ 16,9 + 0,11 14,2 + 0,2 1,0+ 0,0l 0,5 + 0,0 7,0 + 0,1 12,2 + 7,3
Z10 |Crepidotus applanatus 150 + 0,7]16,4 + 0,6/ 10,5 + 0,2 1,7+ 0,0/194 + 0,8/ 6,5+ 0,2 10,2 + 0,1
Z12 |Ganoderma applanatum | 16,3 + 0,4 11,3 + 0,3/ 10,9 + 0,5 3b0+ 04| 06 + 0,1 51 + 0,2 24,3 + 6,4
Z13 |Hypholoma fasciculare 11,1+ 1,311,656+ 29| 7,8 + 1,3| 3,6+ 06| 0,1 + 0,0(129 + 0,7 11,4 + 6,9
Z14 |Mycena romagnesiana 20,9 + 2,9(209 + 0,8/ 14,9 + 0,3|] 68+ 0,1 1,5 + 0,0 56 + 0,1 20,5 + 10,6
Z15 |Lactarius subdulcis 26,1+ 23| 28 + 1,8/ 30,7 + 0,5 97+ 06 40+ 0177+ 03 222 + 4.3
Z16 |Gymnopus dryophilus 13,8 + 03| 7,4 + 0,2|] 9,8 + 0,71 3b0+ 0,2 74 + 03[ 6,6 + 0,1 156 + 1,7
Z17 |Lactarius subdulcis 14,6 + 06 3,1+ 09158 + 05/ 48+ 03 41+ 0548+ 05 390+ 139
Z18 |Laccaria amethystina 16,2 + 0,1/30,3 + 0,3/10,5 + 0,7] 32+ 02 08 + 0,024+ 0,0 243 + 2,1
Z19 | Tyromyces kmetii 15,1+ 0,3/17,2 + 0,0 84 + 0,1 22+ 01| 47 + 0,2/ 87 + 0,0 18 + 1,1
220 |Polyporus varius 16,8 + 39| 184 + 1,01 11,6 + 04| 47+ 02 1,5+ 0041+ 0,1 244 + 10,9
221 |Athelia rolfsii 15,1+ 0,2/16,3 + 0,1/13,6 ¢ 0,7] 40+ 03(164 + 04| 65 + 0,1 229 + 0,6
222 |Fomitopsis pinicola 86+ 05 44+ 1,0l 0,5 + 0,1 34+ 03[ 70+ 0,277+ 05 19+ 1,0
723 |Kretzschmaria deusta 17,0 + 0,7 17,6 2,01 9,0 + 0,8 1,8+ 02/11,1 + 04 6,5+ 0,2 352 + 10,2
Z24 |Ganoderma applanatum | 16,2 + 0,4 19,1 + 1,01 7,2 + 0,1 1,1+ 02 0,1 + 0,0 28 + 0,1 14,5 + 0,5
Z25 |Marasmius alliaceus 13,5 + 02| 57 + 0,2| 16,2 + 0,8/ 46+ 02 73+ 0264+ 03 8,0 + 0,5
226 |Fomes fomentarius 13,2 + 0,3]21,2 + 1,01 7,3 ¢ 14 06+ 01 1,3 + 0,117 + 0,1 342 + 14,6
Z27 |Pluteus cervinus 142 + 0,5/142 + 0,4|14,3 ¢ 0,2 33+ 0,2/155 + 0,565+ 01 10,2 + 1,4
2728 |Fomes fomentarius 15,8 + 1,3/12,0 + 04| 89 ¢ 0,8/ 1,8+ 0,1(10,7 + 09| 44 + 04| 157 + 1,4
729 |Pluteus cervinus 149+ 0,3/170+ 0,2/11,3 ¢ 05| 26+ 0,2(173 + 03] 65+ 0,2 244 + 7,2
Z30 |Lycoperdon cf. pyriforme 16,3 + 3,8/ 18,7 + 5,8/ 16,7 + 1,5] 7,5+ 1,6/ 23 + 03| 71 + 0,6] 16,1 * 1,0
Z31 |Pluteus cervinus 14,3 + 1,11 12,6 + 1,31 13,2 + 04| 28+ 0,1[(13,3 + 1,01 44 + 0,6 12,1 + 3,6
232 |Megacollybia platyphylla | 15,3 + 1,0121,1 + 0,7/10,4 + 08/ 29+ 0,1 0,7 + 0,186 + 0,2 349 + 14,1
Z33 |Hypholoma sublateritium | 16,1 + 1,0/ 13,0 + 2,0/16,8 + 14/ 11,8+ 0,7/ 05 + 0,0 7,7 + 0,7 19,8 ¢ 1,5
Z34 |Mycena romagnesiana 19,2 + 0,5/ 17,6 0,1] 16,0 + 0,1 69+ 0,1 1,9 + 0,0 47 + 0,0 23,2 + 1,1
Z35 |Pluteus cervinus 16,6 + 09| 94 + 0,2/12,6 + 0,0 27+ 0,1({141 + 0,1 56 + 0,1 34,1 + 1,1
Z36 [Fomitopsis pinicola 12,6 + 0,4/320+ 3,6/ 09 ¢ 02| 25+ 04 2,7 + 0259+ 05 326 + 2,5
Z37 |Mycena laevigata 16,1+ 0,3(174 + 0,7/13,5 ¢+ 09 71+ 04 11+ 0078+ 0,1 421 + 14,2
Z38 |Crepidotus cf. applanatus | 14,4 + 1,1124,1 + 0,6/12,1 + 09| 25+ 0,2(21,3 + 0,3|125 + 0,7 30,7 + 4,0
Z39 |Kretzschmaria deusta 17,7 + 0,8] 9,0 + 0,1 6,3 * 0,8/ 26+ 03 92 + 1,011,2 + 0,7 31,0 + 0,3
Z46 |Hypoxylon cohaerens 14,0 + 05(158 + 0,1 49 + 02 09+ 01| 34+ 0205+ 01 13,7 ¢ 43
ZAT |Lycoperdon perlatum 1,7 + 13| 52 + 0,7| 14,1 + 04| 77+ 01(11,3 + 08| 41 + 0,1 9,8 + 3,1
Z50 |Lycoperdon perlatum 7,8 + 0,2(28,8 + 0,6 1,2 + 0,0 08+ 0,0l 09 + 0,0{13,0 + 0,4 29,0 + 4,2
Z51 |Galerina cf. marginata 15,3+ 04| 92+ 051127 + 1,31 09+ 0,1 09 + 0,0[ 98 + 0,2 438 + 11,7
Z52 |Sarcomyxa serotina 153 + 0,0113,1+ 0,7]11,0 0,2 35+ 02| 46 + 05 80+ 02| 156 + 1,7
Z53 | Trametes versicolor 15,6 + 0,1] 10,7 + 0,3/ 10,1 + 0,2 1,1+ 0,0 1,8 + 0,1 1,3 + 0,1 252 + 7,4
Z54 |Fomitopsis pinicola 12,5 + 0,9]| 23,5 + 1,6/ 0,6 + 0,2 1,9+ 03 49 + 0469 + 0,6 11,3 + 0,2
Z55 |Trametes versicolor 12,4 + 0,2] 12,9 + 0,5 9,9 + 0,8 2,2+ 0,2 1,5 + 0,1 6,8 + 0,5| 19,8 + 9,3
756 |Fungal sp. 84+ 02| 2,7 + 1,1] 87 + 08/146+ 08 0,1 + 0,033+ 00| 16,5 + 1,5
Z57 |Trametes versicolor 99+ 0,2 83+ 0,3 9,1 + 0,11 1,0 + 0,1 14 + 0,1 41 + 0,1] 16,5 * 1,6
Z58 | Trametes versicolor 15,1 + 0,2] 10,1 + 0,2| 13,6 + 0,3 1,9+ 01 1,5+ 0029 + 0,3 47,2 + 233
Z59 |Scleroderma citrinum 6,4+ 08 36+ 36 02= 0,1 0,2+ 01| 1,3 + 0,1 23 + 1,7 19,7 + 0,4
Z60 |Lycoperdon cf. perlatum 20,1 + 0,6 6,6 + 0,3]1 13,5 + 0,3] 52+ 0111,5 + 0,1 20+ 0,7 14,2 + 4,0
Z61 |Fomes fomentarius 139+ 04|239+ 07| 7,2 + 0,6/ 1,0+ 00 16 + 0,0 93+ 0,3 16,5 + 1,9
Z62 |Ganoderma applanatum | 15,6 + 0,1 16,0 + 0,3] 9,2 + 1,1 1,7+ 0,2 0,1 + 0,0/ 3,1 + 02| 47,0 + 12,2
763 |Ganoderma applanatum | 17,4 + 0,8 16,1 + 1,3 11,4 + 06| 1,5+ 01 02 + 0,0 26 + 01 153 + 1,0

Tabulka 8 Aktivity enzymu u jednotlivych vzorkl plodnic. Hodnoty jsou vztazené na g susiny. V

tabulkach (A, B, C) jsou zahrnuty primeéry jednotlivych méfeni a stfedni chyby praméru.
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(B)

endo—1,4—83- B-D- 1,4-a- endo-1,4—B- |endo—-1,4-(3- 1,4-a- 1,4-B-
xylanaza (nM glukuronidaza |galaktosidaza |glukanaza (nM |xylanaza (nM glukozidaza |galaktozidaza

kéd |jméno plodnice min".g™" (nMmin"'.g") |(nMmin"g’) min".g™" min".g™" (nMmin"g" |[(n(Mmin"'.g™")

Z01 |Mycena galericulata 8,4 + 1,8] 3,0 ¢ 0,2|13,8 + 09| 104 + 0,2 84 + 18/ 22+ 0,0 31 ¢ 0,1
Z02 |Crepidotus cf. applanatus | 12,7 + 3,5/ 0,5 + 0,0l 3,0 + 0,4 16,8 + 3,4 12,7 + 35 10+ 0,1 0,4 + 0,0
Z03 |Dipodascus australiensis 13,3 + 1,51 0,3 + 0,0 3,8 + 0,1 27,7 + 16,6| 13,3 * 1,5 0,7 + 0,0] 7,2 + 2,0
Z07 |Pluteus galeroides 20,5 ¢ 55| 0,1 + 0,0 34 t 0,3| 44,2 + 19,5 20,5 + 55 0,5+ 0,0/ 0,2 # 0,0
Z09 |Daedaleopsis confragosa | 10,4 + 39| 0,6 + 0,0[20,9 + 0,3 12,2 + 73 104 + 39 6,7+ 04| 43 + 0,1
Z10 |Crepidotus applanatus 60,9 + 44,5/ 04 + 0,0] 2,7 + 0,1 10,2 + 0,1 60,9 + 445 22 + 0,0/ 04 + 0,0
Z12 |Ganoderma applanatum | 10,2 + 42| 2,2 + 0,3]14,0 + 0,3] 24,3 + 6,4 10,2 + 42(129 + 0,5 9,2 0,1
Z13 |Hypholoma fasciculare 17,9 + 153| 0,6 + 0,1127,9 + 0,8 11,4 + 6,9 17,9 + 153 42 + 0,5 49 = 0,1
Z14 |Mycena romagnesiana 31,1+ 19,1] 04 + 0,0l 9,9 + 0,3 20,5 + 10,6 31,1 + 19,1 2,6 + 0,1] 2,7 0,1
Z15 |Lactarius subdulcis 29,4 + 154| 0,1 + 0,0 3,0 + 0,6] 22,2 + 43| 294 + 154 35 + 0,1 3,4 +* 0,1
Z16 |(Gymnopus dryophilus 12,6 + 1,3] 56 + 0,2/18,8 + 09| 156 + 1,7 1266 + 13| 40+ 0,1 09 % 0,0
Z17 |Lactarius subdulcis 26,0 + 9,5| 0,1 + 0,0 2,1 + 0,1] 39,0 + 13,9 26,0 + 9,5 1,7 + 0,1 24 + 0,0
Z18 |Laccaria amethystina 25,8 + 2,5 04 + 0,0 1,7 + 0,1 24,3 + 21| 258 + 25/ 0,7 + 0,1 0,9 # 0,1
Z19 |Tyromyces kmetii 2,9 + 1,4 1,1 + 0,0/13,9 + 21 1,8 + 11 29+ 14 47 + 02| 55 = 0,1
Z20 |Polyporus varius 20,9 + 3,70 0,5 + 0,0/16,4 + 0,71 24,4 + 10,9 20,9 + 3,71 1,2 + 0,0 59 + 0,1
221 |Athelia rolfsii 14,6 + 2,3] 0,1 + 0,0| 5,0 t 0,2 229 + 0,6 146 + 23| 06 + 0,0/ 3,0 £ 0,1
222 |Fomitopsis pinicola 3,0 + 1,71 1,8 + 0,0/35,1 + 05 1,9 + 10 30+ 17/ 81+ 0,3]155 0,4
223 |Kretzschmaria deusta 16,8 + 54| 15 + 0,1] 8,2 + 0,8| 352 + 10,2 16,8 + 54 52 + 0,1 04 = 0,0
Z24 |Ganoderma applanatum 59,9 + 256| 0,9 + 0,1111,1 + 0,6/ 14,5 + 0,5| 59,9 + 256 9,7 + 0,2(11,2 0,1
225 |Marasmius alliaceus 4,4 + 1,3] 2,0 + 0,0/18,9 + 0,8/ 80 + 05 44 + 13| 44+ 0,1 3,0 % 0,1
226 |Fomes fomentarius 21,8 + 1,41 04 + 0,1]19,0 + 0,6] 34,2 + 146 21,8 + 14| 25+ 02| 3,3 0,1
227 |Pluteus cervinus 7,5 09| 0,2 + 0,0l 9,1 + 0,1 10,2 + 14 75+ 09 11+ 03] 52 + 0,3
Z28 |Fomes fomentarius 7,0 + 32| 1,3 + 0,0[15,8 + 1,6/ 157 + 14 70 + 32 51+ 0,5/11,4 + 1,1
229 |Pluteus cervinus 29,6 + 17,6] 0,1 ¢ 0,0/10,3 + 0,5| 244 + 7,2 296 + 176/ 1,3 + 0,1 58 # 0,3
Z30 |Lycoperdon cf. pyriforme 15,4 + 2,71 0,4 + 0,0| 6,6 + 0,6| 16,1 + 1,01 154 + 2,71 3,3 + 0,3] 1,9 + 0,4
Z31 |Pluteus cervinus 34,8 + 18,2] 0,0 + 0,0[17,1 + 0,4 12,1 + 3,6 348 + 182 1,2 + 0,01 95 + 0,2
Z32 |Megacollybia platyphylla | 42,0 + 16,7 0,8 * 0,0| 85 + 0,5| 34,9 + 14,1 42,0 + 16,7( 51 + 03] 1,3 # 0,1
Z33 |Hypholoma sublateritium | 48,8 + 18,8| 0,9 + 0,1 3,1 + 0,4 19,8 + 1,5/ 488 + 18,8 1,0 + 0,3 3,3 * 0,3
Z34 |Mycena romagnesiana 23,1 + 2,31 0,2 + 0,01 9,7 + 0,01 23,2 + 1,1] 23,1 + 2,31 2,0+ 0,0 19 = 0,0
Z35 |Pluteus cervinus 19,8 + 2,0] 0,2 + 0,0/12,4 + 0,1 34,1 + 1,1 198 + 20( 39 + 0,1 64 = 0,2
Z36 |Fomitopsis pinicola 22,9 + 1,31 0,5 + 0,0(13,7 + 1,00 32,6 + 25| 229 + 13| 21+ 0,1 65 = 0,1
Z37 |Mycena laevigata 41,6 + 20,9 3,1 ¢ 0,1 6,7 ¢ 0,5 42,1 + 14,2| 416 + 20,9 20+ 0,1 1,8 % 0,1
Z38 |Crepidotus cf. applanatus | 27,2 + 6,71 0,5 + 0,01 4,9 + 0,2 30,7 + 4,0| 27,2 + 6,71 2,7 + 02| 04 = 0,0
Z39 |Kretzschmaria deusta 29,3 + 9,8/ 0,9 + 0,0] 9,3 + 0,3] 31,0 + 0,3 29,3 + 98 24 + 0,0/ 04 = 0,0
Z46 |Hypoxylon cohaerens 38,8 + 18,8| 0,2 + 0,0l 1,8 + 0,1 13,7 + 4,3 388 + 18,8 9,0 + 0,1]121,0 0,2
ZAT |Lycoperdon perlatum 27,7 + 11,3] 1,9 0,0/13,8 + 0,71 98 + 31| 27,7 + 11,3] 10,8 + 0,2 7,3 0,1
Z50 |Lycoperdon perlatum 25,0 + 8,8] 0,1 + 0,0 3,8 + 0,1 29,0 + 4,21 250 + 8,8 29 + 0,3 3,8 * 0,2
Z51 |Galerina cf. marginata 30,4 + 52| 0,2 + 0,0 2,9 + 0,6| 43,8 + 11,7 304 + 52 08 + 0,01 26 0,1
Z52 |Sarcomyxa serotina 29,4 + 17,7] 0,5 + 0,0| 3,0 0,2| 15,6 + 1,7 29,4 + 17,70 0,3 + 0,0] 7,7 # 0,4
Z53 | Trametes versicolor 11,2 + 55| 1,1 + 0,1]16,9 + 0,2| 252 + 74| 11,2 + 55141 + 0,2/104 = 0,1
Z54 |Fomitopsis pinicola 10,7 + 1,5 0,6 + 0,0/31,7 + 0,8 11,3 + 0,2 10,7 + 15 41+ 0,1 6,4 = 0,1
Z55 | Trametes versicolor 8,3 + 0,5| 0,9 + 0,1]16,1 + 03] 198 + 93| 83 + 0,5 11,8 + 0,2 90 # 0,1
756 |Fungal sp. 36,1 + 18,7|19,1 + 2,8/19,3 + 19| 16,5 + 1,5/ 36,1 + 18,7[ 1,8 + 0,1] 96 # 0,4
Z57 |Trametes versicolor 15,0 + 2,4 8,9 + 0,2/14,8 + 0,2| 16,5 + 16| 150 + 24| 13,4 + 0,2 88 =+ 0,1
Z58 | Trametes versicolor 34,3 + 20,6| 1,7 + 0,4]11,3 + 0,6| 47,2 + 23,3 34,3 + 20,6( 150 + 0,6/11,8 * 0,4
Z59 |Scleroderma citrinum 354 + 16,2| 2,8 + 0,1 0,0 + 0,01 19,7 + 0,4 354 + 16,2 0,4 + 0,1]13,7 = 0,4
Z60 |Lycoperdon cf. perlatum 54 + 2,71 0,7 + 0,0/13,6 + 0,2| 142 + 40 54 + 27/ 20+ 01116 = 0,4
Z61 |Fomes fomentarius 37,0+ 21,4 0,6 + 0,0/15,6 + 0,3] 16,5 + 19| 37,0 + 214 42 + 02| 7,5 0,5
762 |Ganoderma applanatum | 25,5 + 2,4 0,8 ¢ 0,2/18,4 + 0,9 47,0 + 12,2 255 + 24 63 + 0,7] 55 0,1
Z63 |Ganoderma applanatum 11,3 ¢ 1,0 1,1 ¢ 0,0/184 + 0,3] 153 + 1,0 11,3 ¢ 1,00 39+ 0,1] 6,7 ¢+ 0,1

Tabulka 9 Aktivity enzymt u jednotlivych vzorki plodnic. Hodnoty jsou vztazené na g susiny. V

tabulkach (A, B, C) jsou zahrnuty primeéry jednotlivych méfeni a stfedni chyby praméru.
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endo-1,4-B- |endo-1,4—f-
lipaza (nM glukanaza (nM |xylandza (nM |lakdza (nM  |oxidaza (nM [peroxiddza  [Mn-peroxidaza

kod [jméno plodnice min"'.g") min".g™ min"'.g”) min"'.g™") min".g” (nMmin".g™ [("Mmin".g™

Z01 |Mycena galericulata 0,0 £+ 0,0(10,4 + 0,2 8,4 + 1,8/ 0,0+ 0,00 01+ 0,0/ 0,0+ 0,0f 20,2+ 10,0
Z02 |Crepidotus cf. applanatus | 29,2 + 3,5/16,8 = 3,4|12,7 + 3,5 0,0+ 00 00+ 0,001+ 0,1 8,5+ 55
Z03 |Dipodascus australiensis 17,5 + 0,9|27,7 + 16,6(13,3 + 1,5 0,8+ 0,1 0,3+ 0,2 0,0 + 0,0 542+ 27,1
Z07 |Pluteus galeroides 30,0 + 0,0/44,2 + 19,5(20,5 + 55[ 05+ 0,1 0,4 + 0,2(144 + 06| 0,0+ 0,0
Z09 |Daedaleopsis confragosa 98 + 0,2]12,2 7,3/10,4 + 39/ 00+ 0001+ 0000+ 00 63¢= 3,3
Z10 |Crepidotus applanatus 23,6 + 0,2(10,2 + 0,1/60,9 + 44,5/ 0,0+ 0,0[ 0,0 + 0,0 0,3+ 0,1 31,0+ 4.1
Z12 |Ganoderma applanatum | 13,9 + 0,2(24,3 + 6,4(10,2 + 42| 0,0+ 00 00+ 0,0/ 0,0+ 0,0 12,6 £ 55
Z13 |Hypholoma fasciculare 13,3 + 1,4|11,4 + 6,9/179+ 153 06 + 0,0/ 0,7 + 0,21 0,5+ 0,5 0,0+ 0,0
Z14 |Mycena romagnesiana 38 + 1,3/20,5 + 10,6(31,1+ 191 79+ 01 08+ 04| 06 + 0,6 376+ 211
Z15 |Lactarius subdulcis 6,7 + 0,1]122,2 + 4,3129,4 + 154 09+ 00 03+ 0,1 0,2+ 0,1] 13,9 + 7,5
Z16 |Gymnopus dryophilus 18,2 + 0,8(15,6 + 1,7(12,6 + 1,3 0,5+ 00 11+ 00 19+ 0,1]106,6 + 357
ZA7 |Lactarius subdulcis 0,7 + 0,2/39,0 + 13,9/26,0 + 9,5/ 26,5 + 0,3|]189 + 0,1 0,0 + 0,0[ 53,1+ 28,9
Z18 |Laccaria amethystina 31,8 + 0,7(24,3 + 2,1125,8 + 2,5 0,1+ 00 01+ 0,0/ 00+ 0,0 12,8 ¢ 4.4
Z19 | Tyromyces kmetii 13,4 + 0,2 1,8 + 1,11 2,9 + 1,4/ 33+ 0010+ 0106+ 0,1 33¢ 3,3
Z20 |Polyporus varius 18,1 + 0,5(24,4 + 10,9(20,9 + 3,7/ 00+ 00 0,0+ 0,001+ 0,0 200+ 125
221 |Athelia rolfsii 18,7 + 0,1|122,9 + 0,6/146 + 23 00+ 0001+ 0101+ 0,1 11,3+ 2,7
Z22 |Fomitopsis pinicola 76 + 03] 1,9 + 1,0l 3,0 + 1,7 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0/ 0,0 + 0,0 54+ 54
223 |Kretzschmaria deusta 20,2 + 1,9(352 + 10,2(16,8 + 54 03+ 00/ 00+ 0003+ 0,3 80,7+ 46,0
Z24 |Ganoderma applanatum | 19,7 + 0,3]14,5 + 0,5/59,9 + 256/ 00+ 00 01+ 0,0 00+ 00 03¢= 0,3
225 |Marasmius alliaceus 17,7 + 0,6] 8,0 * 0,5 44 + 1,3 0,1+ 00 00+ 0,0/ 00+ 0,0 16,0+ 1,4
Z26 |Fomes fomentarius 27,8 + 0,4(34,2 + 14,6(21,8 1,4/ 0,2+ 0101+ 0110+ 05 0,0z 0,0
Z27 |Pluteus cervinus 15,8 + 0,1(10,2 + 1,4 7,5 ¢ 09 00+ 00/ 00+ 0004+ 02 00¢= 0,0
Z28 |Fomes fomentarius 12,5 + 1,7|15,7 + 1,4 7,0 + 3,2 0,0+ 00 00+ 0,0 00+ 0,0] 92% 1,6
Z29 |Pluteus cervinus 11,7 £+ 0,2(24,4 + 7,2|129,6 + 17,6/ 0,0+ 0,0{ 0,1+ 0,0 0,3+ 0,2 33,5+ 17,0
Z30 |Lycoperdon cf. pyriforme 16,9 + 3,9/16,1 * 1,0[15,4 + 2,71 04 + 00 05+ 04| 0,7+ 04| 796+ 431
Z31 |Pluteus cervinus 10,8 + 0,4(12,1 + 3,6/34,8+ 18,2 0,0+ 0,0{ 0,0+ 0,0{ 0,1+ 0,1 57,3+ 14,9
Z32 |Megacollybia platyphylla 8,1+ 114|349 + 14,1420+ 16,7 6,5+ 0,0 09+ 0,1 83+ 0,2| 86,9+ 27,4
Z33 |Hypholoma sublateritium | 15,1 + 1,2]19,8 +* 1,5/48,8 + 18,8/ 0,0 + 0,0/ 0,2 + 0,0/ 82 + 29| 182+ 18,2
Z34 |Mycena romagnesiana 2,3 + 0,7|123,2 + 1,1123,1 + 2,3 146 + 03[ 1,8 + 0,1 0,6 + 0,2 77,4+ 39,9
Z35 |Pluteus cervinus 15,6 + 0,9|34,1 + 1,1119,8 + 2,0/ 0,0 + 0,0/ 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 6,1% 3,3
Z36 |Fomitopsis pinicola 54 + 0,0/32,6 + 2,5|122,9 + 1,3 84 + 8,2 24+ 19| 0,0+ 0,0 33,2+ 6,9
Z37 |Mycena laevigata 22,1 + 0,5|1421 + 14,2(416 + 209 0,1+ 0,0[ 0,0+ 0,0/ 0,0+ 0,0 7,5+ 0,7
Z38 |Crepidotus cf. applanatus 3,3 + 0,4(30,7 + 4,0127,2 + 6,7 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0/ 0,1+ 0,0/ 84+ 5,6
Z39 |Kretzschmaria deusta 20,5 + 0,2|31,0 + 0,3(29,3 + 98 05+ 0206+ 05 04+ 04/1105+ 854
Z46 |Hypoxylon cohaerens 26,4 + 0,1|13,7 + 4,3/38,8 + 18,8/ 1,0+ 0,0/ 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0] 14,5+ 1,1
ZAT |Lycoperdon perlatum 58 + 0,6] 9,8 * 3,1127,7+ 11,3 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 39+ 1,6/209,2+ 120,9
Z50 |Lycoperdon perlatum 33,4 + 0,7(29,0 + 4,2125,0 + 88 01+ 0003+ 0018+ 17| 17+ 1,7
Z51 |Galerina cf. marginata 357 + 0,6(43,8 + 11,7/30,4 + 52| 01+ 0001+ 0064+ 23]1553+ 9,3
Z52 |Sarcomyxa serotina 16,1 + 0,8(15,6 + 1,7(29,4 + 17,7 2,1 + 0,0/ 0,4 + 0,2|12,0 + 6,2| 74,1+ 47,3
Z53 | Trametes versicolor 12,4 + 0,2|25,2 + 7,4111,2 + 55/ 1,2+ 00 04+ 00 26+ 0,0 00+ 0,0
Z54 |Fomitopsis pinicola 58 + 0,2|/11,3 + 0,2/10,7 + 1,5 0,1+ 00 0,2+ 0,1 0,0+ 0,0 97+ 7,2
755 |Trametes versicolor 4,7 + 0,0/19,8 + 9,3 8,3 + 0,5 51+ 00| 16+ 0,1 46 + 0,1 0,0 + 0,0
756 |Fungal sp. 12,0 + 0,3|16,5 + 1,5/36,1+ 18,7/ 0,0 + 0,00 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0f 0,0% 0,0
757 | Trametes versicolor 8,9 + 0,0/16,5 + 1,6/15,0 + 2,4 80+ 0117+ 0,0 14+ 00 00+ 0,0
Z58 |Trametes versicolor 10,0 + 0,1{47,2 + 23,3(343+ 206 29+ 00 14+ 00 00+ 0,0 21,0+ 2,1
Z59 |Scleroderma citrinum 64,7 + 4,5|19,7 + 0,41354 + 16,2 0,0 + 0,0 0,3 + 0,2 0,0 + 0,0( 4,6+ 4,3
Z60 |Lycoperdon cf. perlatum 8,7 + 0,7|114,2 + 4,01 54 + 2,71 3,0+ 00 04+ 0,008+ 00 24+ 2,4
Z61 |Fomes fomentarius 13,1 £+ 0,7(16,5 + 1,9/37,0+ 214 00+ 00 00+ 0002+ 0,1 56¢ 4,1
Z62 |Ganoderma applanatum 21,3 + 0,2(47,0 + 12,2|25,5 + 24| 00+ 00 01+ 0,001+ 01 6,6+ 3,7
Z63 |Ganoderma applanatum 19,8 + 0,6[/15,3 + 1,0[11,3 + 1,0l 0,0+ 00 0,2+ 0,1 0,0+ 0,0 81+ 2,7

Tabulka 10 Aktivity enzymu u jednotlivych vzorkl plodnic. Hodnoty jsou vztazené na g suSiny.

V tabulkach (A, B, C) jsou zahrnuty pruméry jednotlivych méfeni a stiedni chyby pruméru.
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Graf 5 NMDS metoda (program Past) stanoveni enzymatické aktivity u odebranych plodnic. K vypoctu
byl pouzit Bray-Curtistv index (p<0,05).

Na grafu 6 jsou zobrazeny plodnice a jejich enzymatické aktivity vzhledem
k zatazeni do skupin bilé¢, hnédé a mekké hniloby. Podle grafu lze usuzovat, ze
nckteré houby bilé a hnédé hniloby maji rozdilné spektrum produkce enzymatickych
aktivit, ale neplati to pro vSechny. Na dalSich grafech 7, 8, 9 jsou vybrany tfi plodnice
(abundantnich druhii) pro detailn&jsi popis jednotlivych procentudlnich aktivit enzymu

v ramci rozdilu mezi houbami mékké, bilé a hnédé hniloby.
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Graf 6 NMDS metoda (program Past) stanoveni enzymatické aktivity u odebranych plodnic vzhledem
k dekompozi¢nim vlastnostem (zelena (houby bilé hniloby), ¢erna (houby hnédé hniloby) a modra
(houby mékkeé hniloby)). K vypoctu byl pouzit Bray-Curtistiv index (p<0,05).
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Kretzschmaria deusta
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m 1,4-a-glukozidaza m 1,4-B-galaktozidaza  wlipaza m |akaza

® oxidaza ® peroxidaza Mn-peroxidaza endo—1,4—P-glukanaza

® endo—1,4—B-xylanaza

Graf 7 Spektrum enzymatickych aktivit u vzorku Z39: Kretzschmaria deusta. Zastupce hub mékké
hniloby.

Trametes versicolor
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Graf 8 Spektrum enzymatickych aktivit u vzorku Z57: Trametes versicolor. Zastupce hub bilé hniloby.
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Fomitopsis pinicola
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m 1,4-B-manozidaza = chitinaza m 3-D-glukuronidaza m 1, 4-a-galaktosidaza

m 1,4-a-glukozidaza m 1,4-B-galaktozidaza wlipaza m |akaza

= oxidaza = peroxidaza = Mn-peroxidaza endo—1,4—P-glukanaza

® endo—1,4—B-xylanaza

Graf 9 Spektrum enzymatickych aktivit u vzorku Z36: Fomitopsis pinicola. Zastupce hub hnédé
hniloby.
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5.2 Tlejici dfevo
5.2.1 Analyza prvkového sloZeni

Podobné jako u plodnic byly méfeny obsahu dulezitych prvkd v
lyofilizovaném zetlelém dievé. Ve 118 vybranych vzorcich dieva se stanovoval obsah
uhliku, dusiku a hodnoty pH, vypocital se C/N pomér (tabulka 11). Vzorky byly
odebirany z identickych kment jako v roce 2013, aby bylo umoznéno jejich srovnani,
celkem ze 4 vekovych kategorii dle délky rozkladu kmene v lezici poloze (graf 10-
15).
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Cislo |strom [rok |N% [C% |pH [pomérC/N Cislo [strom [rok |N% |C% |pH |pomérC/N
2|BK 2008| 02| 40,2 4,6 167 64/JD 2008| 0,3] 49,3| 4,02 145
3|BK 1997 0,5 42,7] 4,16 94 65|SM 1975 0,2| 481 3,97 268
4{sm 2013| 02| 47,1 4,29 262 66|SM 2008| 0,1| 47,5 3,94 350
5|SM 2013| 02| 49,3| 3,88 246 67|SM 1997 0,1 51,1| 3,64 348
6/BK 2013| 0,7[ 41,7 4,35 63 69(BK 2008| 0,4 48,8| 5,02 131
7|BK 2013| 0,3] 44,8| 5,38 136 70|.D 2008| 0,1] 48,4 46 344
8[BK 2013| 0,2 47,5/ 5,05 251 71|.D 1997 0,4 37,8| 4,44 88
9[JD 1997 0,2| 47,9] 4,04 210 73|BK 2008| 0,2| 48,0 4,57 229

10|SM 2008 0,1 47,2] 3,73 501 74|SM 1975 0,7| 54,4| 4,04 81
11{SM 2008 0,2] 47,9| 4,64 218 75|SM 2013| 0,2|] 53,6 3,74 219
13[SM 2008| 02| 45,6/ 4,46 253 76|SM 2013| 06| 51,3] 3,83 91
14{SM 1997 0,2| 52,0| 4,14 208 77|SM 1997 0,5 582 4,36 125
15|SM 2008| 02| 47,8] 4,26 200 78|SM 2008| 0,5| 56,0 4,15 106
16(SM 1975 0,2| 47,7] 4,48 224 79|BK 1997 1,0] 45,7| 4,14 44
16(SM 1975 0,4] 49,2] 3,75 110 80|SM 1997 0,4| 51,5/ 4,32 141
17(SM 2008| 0,3] 43,8 4,33 141 81/JD 1997 0,5 54,6/ 4,06 107
18|SM 2013| 0,1 48,0 4,17 322 82(ID 1997| 0,3| 49,7| 3,78 191
19(Sm 1997 0,6] 51,8] 4,29 89 83|BK 2008| 0,2|] 47,0 4,81 224
20|SM 2013| 0,1] 47,6/ 4,58 446 84|BK 1997 0,3| 46,6/ 3,71 145
21/1D 1997 0,4] 49,5 3,92 134 85/JD 2008| 0,3] 49,4| 4,25 170
22|SM 2013| 0,1] 481 3,66 391 86|BK 2008| 0,2] 48,5 5 230
23|SM 1997 0,3| 43,5 4,38 150 87|SM 2013| 0,2| 50,1 4,17 201
24|SM 2008| 0,1 48,6 3,7 426 88|SM 2013| 0,1] 47,6 3,7 454
25[JD 1997 09| 50,1| 4,35 58 88[SM 2013 0,1 4838 37 438
26|BK 2013| 03] 47,4 4,39 149 89|SM 2013| 0,1] 489 46 539
27|)D 1975 0,9] 50,2| 4,07 59 90|SM 1997 0,2| 47,0| 4,24 276
28|BK 1997 1,1] 45,9| 4,55 43 91|SM 1975 0,1] 39,4/ 3,92 278
29|BK 1997| 03| 47,4 5.1 144 92(SM 1975 0,3] 52,1| 3,91 186
30|SM 1997 0,5 51,0 4 101 93|SM 1997 0,4 49,9 4,55 123
31|BK 2008| 0,5 49,6/ 5,36 96 94|BK 1997 0,4 43,4| 3,96 103
32|BK 1997 1,7 47,6/ 3,9 28 95/JD 2008| 02| 47,9 43 296
33|BK 1997 1,0 359] 43 38 96|BK 2013| 05| 49,4] 4,89 99
341D 1997 1,6] 36,5 3,87 23 97|.D 1997 0,7| 48,9 4,24 68
35/JD 2013| 0,6/ 50,3| 4,31 86 98|JD 1997 0,5 49,2| 3,89 102
36/JD 1975 0,6] 51,2| 4,14 92 99|JD 2008| 0,2| 47,7 4,05 214
37|SM 1975 0,8| 38,2| 4,27 50 100{JD 1975 0,4 56,5 4,19 148
38|SM 1975 0,8| 46,2| 4,82 61 101{BK 1975 1,1 49,9 4,39 44
39|BK 1997 1,2| 356| 4,7 30 102(JD 2008| 0,2|] 48,7| 5,42 257
40|SM 1975 0,4] 51,0] 4,47 136 103[JD 1975 0,6 43,5/ 4,05 69
41{ID 1997 0,6 51,1| 4,28 88 105|SM 1975 0,3]| 45,9| 4,04 167
42|SM 1975 0,2| 40,9| 4,23 165 106(BK 2008| 0,3] 47,8] 4,76 140
43|SM 1975 1,1] 49,2] 3,98 46 107(JD 1997 0,5 53,0| 4,37 110
44|BK 2013| 0,6] 48,4| 4,44 80 108|BK 1997 0,5 52,5/ 3,99 110
45[JD 2008| 02| 47,4| 4,58 201 109(BK 2008| 02| 46,7| 5,75 215
46|SM 1997 0,6] 51,2] 4,58 85 110{BK 2013| 0,7| 45,5 4,74 69
48|JD 2008| 04| 68,8| 4,58 185 112(JD 1975 0,9| 52,7| 4,36 60
49|BK 2008| 02| 47,2| 4,95 246 113[BK 1975 0,5 37,8 4,4 69
50|SM 2008| 0,2 45,0 4 200 114{BK 1975 0,3| 47,2| 3,7 180
51|SM 2008| 02| 51,2 3,76 322 115[BK 1975 0,5 48,3| 3,84 94
531D 1975 0,5 52,4| 3,99 98 117|SM 2008| 0,1 46,8 4,3 317
55|BK 2008 03| 47,8 45 149 118|JD 1975| 0,4| 47,9 4,32 122
56/JD 2008 0,7] 49,6/ 4,26 68 119(JD 2013| 04| 46,8] 4,36 112
57|BK 1997 0,5 46,2] 4,69 85 120(JD 1997 0,5 46,7| 5,64 96
58|BK 1975 0,7 51,7| 534 73 X1 [ID 2008| 0,5| 46,5 5,09 91
59|BK 1997 0,4] 46,8] 4,69 115 X2 |JD 1997| 0,3| 51,9 4,26 194
60/JD 2008| 0,2 47,6 4,2 257 X3 [BK 2008| 02| 47,7] 5,44 230
61/JD 2008 0,1 50,4 45 380 X4 [BK 2013| 0,1] 48,6 4,24 337
62|SM 2008| 0,1 51,4| 3,64 449 X6 [SM 1997 0,4| 51,4| 4,54 115
631D 2008| 0,2 49,1 4,26 216 X7 [iD 2008| 0,3] 48,0] 444 185

Tabulka 11 Hodnoty obsahu C, N, pH a vypocteného C/N poméru u vzorki zetlelého dieva odebraného
v roce 2017. V tabulce jsou uvedeny 4 vékové tridy (>32let (rok 1975), 20-32let (rok 1997), 9-191et
(rok 2008), 4-8let (rok 2013)) a druhy stromi (BK-buk, JD- jedle, SM-smrk). Hodnoty N a C jsou
v hmotnostnich procentech.
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Byly naméfeny hodnoty C/N poméru u vzorkll dieva ve Ctyfech vékovych
ttidach a tfi druht stromil. Celkové dochazelo k postupnému snizovani C/N poméru,
nejvyssi namefeny pocatecni pomér byl ve vékové tiidé 4-8let (tabulka 11 a graf 10).
V ramci porovnani vyvoje jednotlivych druha stromt v jednotlivych vékovych ttidach
(graf 11) bylo zaznamendno klesdni hodnot C/N poméru u buku, jedle i smrku
(ackoliv u buku a jedle nebyl dostatek vzorkl z vékové tiidy 4-8let).

300

a a

250
200

;sg b b
g 150

j=H

o 100
50
0

4-8let 9-19let 20-32let =32let

Vékové tiidy vzorkovanych kmenti

Graf 10 Celkova variabilita v hodnotach (C/N poméru) v ramci jednotlivych vékovych tfid bez ohledu
na druh stromu. Uvedeny jsou priméry se stfedni chybou priméru. Pro zjisténi statistickych rozdila
byla pouzita metoda Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).

450
400 a
350 a
300
)s a
£ 250 = 4-8let
2 b
Z 200 b m9-19let
Y i b 20-32let
b
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0
jedle smrk
Vzorkované kmeny

Graf 11 Variabilita v hodnotach (C/N poméru) u jednotlivych druhd stromd. Uvedeny jsou priméry se
stiedni chybou primeéru. Pro zjisténi statistickych rozdili byla pouzita metoda Fisheriv LSD post-hoc
test (p<0,05).
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Byly namétfeny hodnoty ergosterolu u ¢tyi v€kovych tiid a ttech druhti stroma.
Celkové byl obsah ergosterolu naméfen nejvyssi u vice rozloZzenych kment (20-32let
a >32let, graf 12). Ve vSech bukovych kmenech byly naméfeny hodnoty ergosterolu
pfiblizné dvakrat vétsi nez u ostatnich druhd dfeva ve vSech veékovych tfidach.
V ramci porovnani vyvoje biomasy ergosterolu u jednotlivych stromi (v pribéhu

rozkladu) nebyly zjiStény statistické rozdily (graf 13).
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Vekové tiidy vzorkovanych kment

Graf 12 Kvantifikace houbové biomasy v tlejicim dievé v ramci jednotlivych vékovych bez ohledu na
druh stromu. Uvedeny jsou pruméry se stfedni chybou priiméru a jsou vztazené na g susiny (p<0,05
metoda Fishertiv LSD post-hoc test).
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Graf 13 Kvantifikace houbové biomasy v ¢ase u jednotlivych druhd stromti. Uvedeny jsou priméry se
stiedni chybou primeéru a jsou vztazené na g susiny (p<0,05 metoda Fisheriv LSD post-hoc test).
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Hodnoty pH se v naméfenych vzorcich pohybovaly v rozmezi 3,64-5,75.
Celkové dochézelo ke snizovani pH (nejniz$i naméfeno u vekové tidy >32let, graf
14). Pocatecni nizké pH muze byt ovlivnéno i nedostatenym poctem vzorkd. Ze
statistického hlediska jsou rozdily vyznamné (p<0,05) pouze u buku mezi vékovymi
titidami (graf 15). U ostatnich stromi a vékovych tfid nebyl zaznamenan statisticky

rozdil v prib¢hu doby rozkladu (graf 15).
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4-8let 9-19let 20-32let =>32let
Vékové tiidy vzorkovanych kmenti

pH
o o o

=

Graf 14 Variabilita v hodnotach (pH) u tlejiciho dieva v ramci jednotlivych vékovych tfid bez ohledu
na druh stromu. Uvedeny jsou prumeéry se stfedni chybou priméru. Statistické rozdily byly vypocitany
metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 15 Variabilita v hodnotach (pH) v ¢ase u jednotlivych druht stromt. Uvedeny jsou pruméry se
stiedni chybou primeéru. Statistické rozdily byly vypo¢itany metodou Fisherv LSD post-hoc test
(p<0,05).
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5.2.2 Enzymova aktivita

U vzorka tlejictho dfeva byla stanovovana enzymatickd aktivita 1,4-B-
glukosiddzy, fosfatdzy, -chitindzy, celobiohydroldzy, 1,4-a-glukosidazy, 1,4-B-
xylosidazy, 1,4-B-manosidazy, 1,4-B-galaktosidazy, lipazy
(triacylglycerolacylhydrolaza), B-D-glukuronidazy, 1,4-a-galaktosidazy, endo-1,4-B-
glukanazy, endo-1,4-B-xylanazy, lakdzy, manganova peroxidazy (MnP), oxidazy,
peroxidazy. Zvolené spektrum enzymu reflektovalo mikrobidlni zplisob rozkladu
dfevni hmoty v pfirozeném prostiedi. V naméienych enzymovych aktivitach byly

pozorovany velmi vyrazné rozdily (graf 16-22).

Vysoké aktivity fosfatazy a lipazy byly detekovany ve vSech vékovych tiidach
bez ohledu na druh tlejiciho dfeva (graf 16). Aktivity fosfatazy a lipazy dosahovaly az
200-300 nM min! . g! v jednotlivych kmenech. Aktivity B-glukosidazy, <50 nM
min' . ¢!, byly rovn&Z detekovany u viech tlejicich kmenti. U vSech vékovych tiid a
vzorkovanych kmenl byly zaznamenany aktivity vSech vybranych enzymu (pouze

1,4-a-glukosidaza u jedle ve vékové tiidé 4-8let vykazovala nulovou aktivitu, graf

20).
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Graf 16 Namétené enzymatické aktivity enzymi méfenych s pouzitim MUF znaCenych substrati ve
veékovych tfidach bez ohledu na druh stromu (uvedeny jsou priméry namétenych hodnot a stfedni
chyba priméru vztazené na g susiny). Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertv LSD
post-hoc test (p<0,05).
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Mezi jednotlivymi druhy stromii vykazovala vékova tfida >32 let mensi
aktivitu vétSiny enzymti. U buku byly zjistény rozdily mezi fosfatazou, lipazou, 1,4-a-
glukosidazou, 1,4-B-glukosidazou a 1,4-B-galaktosidazou (graf 17, 18). U jedle byly
zjistény rozdily mezi fosfatazou, lipazou, 1,4-a-glukosiddzou (chybéla ve vékové tride
4-8let), 1,4-B-glukosidazou (graf 19, 20) a u smrku byly zjiStény rozdily mezi
fosfatdzou, lipazou a 1,4-B-glukosiddzou (graf 21, 22).
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Graf 17 Naméfené enzymatické aktivity enzymi métenych s pouzitim MUF znac¢enych substrati u
buku (uvedeny jsou priméry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru vztaZzené na g susiny).
Statistické rozdily (¥) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc.
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Graf 18 Namérené enzymatické aktivity enzyma métenych s pouzitim MUF (bez lipazy a fosfatazy)
znacenych substratii u buku (uvedeny jsou priméry namétenych hodnot a stfedni chyba priméru
vztazené na g suSiny). Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc.
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Graf 19 Naméfené enzymatické aktivity enzymia métenych s pouzitim MUF znac¢enych substrati u
jedle (uvedeny jsou pruméry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru vztazené na g susiny).
Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD.
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Graf 20 Naméfené enzymatické aktivity enzymt méfenych s pouzitim MUF (bez lipazy a fosfatazy)
zna¢enych substrati u jedle (uvedeny jsou priméry namétenych hodnot a sttedni chyba praméru
vztaZzené na g susiny). Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertv LSD.

69



,-\
!
R

Enzymova aktivita nM min-!.g!

450,00
400,00
350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00

i‘11=iﬁ ii--l i‘===i_‘ i\-=-i_‘

4-8let

9-19let

20-32let
SMRK

>32let

® (-glukozidaza

m fosfataza
1.4-B-xylozidaza
chitinaza

H celobiohydrolaza

B 1.4-B-galaktozidaza

B ] 4-g-glukozidaza

H |ipaza

Graf 21 Namérené enzymatické aktivity enzymia métenych s pouzitim MUF znac¢enych substrati u
smrku (uvedeny jsou pruméry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru vztazené na g susiny).
Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 22 Naméiené enzymatické aktivity enzymt méfenych s pouzitim MUF (bez lipazy a fosfatazy)
znaéenych substratd u smrku (uvedeny jsou priméry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru
vztazené na g susiny). Statistické rozdily (*) byly vypoéitany metodou Fisherdv LSD post-hoc test

(p<0,05).
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Celkové byly hodnoty endostépicich enzymi (endo-1,4-B-glukandzy a endo-
1,4-B-xylanazy, graf 23) a oxidativnich enzymu (oxiddza, peroxiddza, Mn-peroxiddza
a lakaza, graf 25), oproti ptedchozim, vyrazné niz$i. Aktivity se pohybovaly v rdmci

jednotek.

Ze statistického zhodnoceni naméfenych aktivit endostépicich enzymi, byly
zjistény vyssi aktivity endo-1,4-B-glukandzy oproti endo-1,4-B-xylanazy u vétSiny
stromu a vétSiny veékovych tid. Vyssi hodnoty endo-1,4-B-glukandzy byly detekovany
spiSe u vékovych tiid 4-8 let a >32let (graf 24).

Ze statistického zhodnoceni naméfenych aktivit oxidativnich enzymda, byly
zjiStény vyssi aktivity oxidazy (jedle) a lakédzy (jedle) u ve€kovych tiid 4-8let a vyssi
aktivity lakazy (buk) a peroxidazy (jedle) u vékové tiidy >32let. Porovnavaly se
rozdily mezi jednotlivymi druhy strom@ v ramci jedné vékové tfidy a u druhu stromu

ve vSech vékovych tfidach (vyvoj enzymatické aktivity, graf 26).
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Graf 23 Nameérené aktivity enzymu endo-1,4-B-glukanazy a endo-1,4-p-xylanazy enzymi ve vékovych
tiidach bez ohledu na druh stromu (uvedeny jsou prumeéry naméfenych hodnot a stiedni chyba priméru
vztaZzené na g susiny). Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fisherv LSD post-hoc test
(p<0,05).
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Graf 24 Naméfené aktivity enzymu endo-1,4-B-glukanazy a endo-1,4-p-xylanazy enzymi ve vékovych
tiidach s ohledem na druh stromu (uvedeny jsou pruméry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru
vztazené na g susiny). Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fisherv LSD post-hoc test
(p<0,05).
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Graf 25 Naméfené aktivity oxidativnich enzymti vé vékovych tfidach bez ohledu na druh stromu
(uvedeny jsou priméry naméfenych hodnot a stiedni chyba priméru vztazené na g susiny). Statistické
rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 26 Namérené aktivity oxidativnich enzymu vé vékovych tridach s ohledem na druh stromu
(uvedeny jsou prumeéry naméfenych hodnot a stfedni chyba priméru vztazené na g susiny). Statistické
rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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5.2.3 Identifikace hub v tlejicim dievé
5.2.3.1 Identifikace hub v tlejicim dievé odbér z roku 2017

Sekvence mezerniku ITS2 ziskané pomoci Mi-Seq (2x250bp) byly pouzity pro
popis slozeni houbového spolecenstva tii druhti kment ve 4 vékovych tiidach z 2 let
odbéru. Po odstranéni nekvalitnich sekvenci vznikl soubor o 116 160 sekvencich max.
délky 396 bp a min. délky 40 bp. Sekvence byly zatfazeny do 41 884 OTU na 97%
urovni podobnosti (odstranéni singletond, tj. OTU obsahujicich pouze 1 sekvenci).
Nehoubové sekvence byly odstranény. Pro nejvice se vyskytujici sekvence byly
nalezeny nejbliz$i identifikované sekvence ve 12 kmenech a 154 tadech. Pro
jednotlivé OTU byla urcena E-hodnota, podobnost s nalezenou sekvenci a délka

alingment.

U jednotlivych druhti stroml a v€kovych tfid, z odbéru z roku 2017, nebyly
pozorovany vyrazné rozdily v dominanci jednotlivych kment a fadi (u vSech vyrazné
dominovaly kmeny Basidiomycota a Ascomycota a Ttady Hymenochaetales,

Agaricales, Polyporales).

U odbéru zroku 2017 byla zjiSténa pfitomnost 12 kmentl: Basidiomycota,
Ascomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Olpidiomycota, Rozellomycota,
Chytridiomycota, Basidiobolomycota, Glomeromycota, Zoopagomycota,
Neocallimastigomycota a Entomophthoromycota. Ve vSech 4 vékovych ttfidach a
vzorcich stromll dominovaly s nejvy$Sim relativnim zastoupenim 2 kmeny
(Basidiomycota (67,4%) a Ascomycota (29,3%)). K statisticky vyznamnému nartstu
zastoupeni basidiomycet doSlo docasné jen ve vékové tridé 20 — 32 let (u téchto
kment: Basidiomycota 77,4%, Ascomycota 19,2%, graf 27). Dalsi houbové kmeny
byly jen minoritné zastoupené a jsou zahrnuty v grafu 27 jako ,,ostatni, dosahovaly
pouze 2,8-4 % vyskytu. K statisticky vyznamnému nartistu zastoupeni nedo$lo u
z4ddného z druhti stromi. Dal$i houbové kmeny byly jen minoritné zastoupené a jsou

zahrnuty v grafu 28 jako ,,ostatni“, dosahovaly pouze 2,8-4 % vyskytu.
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Graf 27 Relativni zastoupeni houbovych kment ve ¢tyfech vékovych tiidach v odbéru z roku 2017.
Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fisherdv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 28 Relativni zastoupeni houbovych kment ve tfech druzich stromt v odbéru z roku 2017.
Statistické rozdily byly vypocitany metodou FisherGv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Na trovni fadi byly nejcastéji detekovany zastupci celkem 8 tadi (graf 30,
Hymenochaetales, Agaricales, Polyporales, Auriculariales, Xylariales,
Chaetothyriales, Russulales a Helotiales). Vyskyt téchto tadi se mezi vékovymi
tiidami rozkladajicich se kmenid v odbéru z roku 2017 statisticky neliSil. Minoritné
zastoupené fady jsou zobrazeny v grafu 29 jako ,,ostatni* (abundance pod 4%, pf.
Trechisporales, Saccharomycetales, Thelephorales, Diaporthales, Cantharellales,
Filobasidiales, Pezizales, Mortierellales, Ophiostomatales, Thelebolales, Hypocreales
a dal$i). Ve vSech 3 druzich stromt (jedle, buk a smrk) dominovaly s nejvysSim
relativnim zastoupenim tady Hymenochaetales (16,6%), Agaricales (15,8%) a
Polyporales (18,0%), menSimi vykyvy v relativnim zastoupenim (nejniZsi bylo u
vekové tiidy >32let). K statisticky vyznamnému nartstu zastoupeni houbovych tada
nedoslo u zadného z druha stromi, pouze tady Hymenochaetales, Agaricales maji u
jedle o néco nizsi zastoupeni a fad Polyporales vyssi nezZ u buku a smrku. Minoritné

zastoupené fady jsou zobrazeny v grafu 30 jako ,,ostatni* (abundance pod 4%).
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Graf 29 Relativni zastoupeni houbovych fada ve ¢tyfech vékovych tiidach v odbéru z roku 2017.
Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 30 Relativni zastoupeni houbovych radu ve ttech druzich stromt v odbéru z roku 2017. Statistické
rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).

Houbovych rodl bylo ve vzorcich dieva detekovano 1015. 9 houbovych rodi
bylo dominantnich. Byly to rody: Xylodon (6,9%), Resinicium (7%), Mycena (8%),
Basidiodendron (4,8%), Fomitopsis (1,1%), Spadicoides (2,7%), Kretzschmaria
(1,8%), Megacollybia (2,7%), Hyphodontia (2,7%) a Fomes (1,5%). U téchto rodii
byly zjistény statistické rozdily, jak mezi jednotlivymi vékovymi tfidami, tak mezi
jednotlivymi druhy stroml. Minoritné zastoupené rody jsou zobrazeny v grafu 31 jako
,»ostatni“ (abundance pod 1%, pt. Trichoderma, Aureobasidium, Exidia, Athelia). U
rodu Xylodon doslo ve vékovych tiidach k ubytku etnosti (>32let®, 20-32let?, 9-19]et®
a 4-8let”). U roda Resinicium, Mycena, Hyphodontia a Spadicoides doslo ke zvySeni
relativni Cetnosti se zvySujicim se stupném rozkladu dfeva. Stejné tak u rodu
Basidiodendron dochazelo ke zvySovani Cetnosti s mensim vykyvem ve vékové tiide
9-19let. Rod Fomitopsis naopak upln€¢ chybél ve veékové tfidé 20-32let. Rod
Kretzschmaria byl detekovan pouze ve dvou v€kovych tfidach na pocatku rozkladu
(9-19let a 4-8let) poté byl nahrazen rodem Megacollybia (>32let, 20-32let, 9-19let).
Rod Fomes byl nalezen pouze v jedné veékové tfide (9-19let). Mezi druhy stomti (buk,
smrk, jedle, graf 32) byly detekovany vyrazné rozdily. Rody Xylodon, Resinicium,

Mycena, Basidiodendron, Megacollybia byly naméfené u vSech druhd stromt.
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Dochazelo pouze k menSim vykyviim v zastoupeni. Zatimco u rodid, Hyphodontia
Fomitopsis, Spadicoides, Kretzschmaria a Fomes byly zjiStény vyrazné zmény v
zastoupeni u jednotlivych druhd, zejména u buku. Pouze u buku se vyskytovaly rody
Spadicoides, Kretzschmaria a Fomes. Rod Hyphodontia, byl detekovan pouze u

smrku a jedle a rod Fomitopsis byl detekovan pouze u smrku.
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Graf 31 Relativni zastoupeni houbovych rodii ve ¢tyfech vékovych tfidach v odbéru z roku 2017.
Statistické rozdily byly vypocitany metodou FisherGv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 32 Relativni zastoupeni houbovych rodi ve tiech druzich stromt v odbéru z roku 2017. Statistické

rozdily byly vypocitany metodou Fisheruv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Pro jednotlivé vékové tridy (>32let, 20-32let, 9-19let a 4-8let) a druhy stromi
(buk, jedle a smrk) z roky odbéru 2017, byly stanoveny indexy diversity (graf 33 a
34). Vyrovnanost byla u vSech vzorkii velmi podobna. Statisticky vyznamny rozdil
v indexu diverzity mezi vékovymi tfidami v byl detekovan pouze ve vékové tridé¢ >32
let (diversita stoupala s vice rozlozenym dfevem, graf 33) a mezi druhy stromt byl
detekovan rozdil u buku (graf 34).
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Graf 33 Index druhové bohatosti 80% u odbéru z roku 2017 mezi vékovymi tfidami bez ohledu na druh
stromu. Statistické rozdily byly vypoc¢itany metodou Fishertiv LSD post
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Graf 34 Index druhové bohatosti 80% u odbéru z roku 2017 mezi vékovymi tfidami s ohledem na druh
stromu. Statistické rozdily byly vypoc¢itany metodou Fisherav LSD post.
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5.2.3.2 Srovnani hub v tlejicim dievé ve dvou odbérech (rok 2017 a 2013)

Ve vsech 4 vékovych tiidach, z obou odbéra (rok 2013 1 2017), dominovaly s
nejvysSim relativnim zastoupenim 2 kmeny. V odbéru v roce 2017 (Basidiomycota
(67,4%) a Ascomycota (29,3%) a v odbéru v roce 2013 (Basidiomycota (66,1%) a
Ascomycota (31,3%)). U téchto dvou kmenti byly zméfeny statistické rozdily v rdmci
obou odbéra ve vékové tiid¢ 20-32let. U ostatnich vékovych tifid nedochéazelo ke
zménam. Dal$i kmeny byly u obou odbérii minoritné zastoupené a jsou zahrnuty
v grafu 35 jako ,,ostatni (abundance pod 4%, Mortierellomycota, Mucoromycota,
Olpidiomycota, Rozellomycota, Chytridiomycota, Basidiobolomycota,

Glomeromycota, Zoopagomycota, Neocallimastigomycota a Entomophthoromycota).

Ve vsech 3 druzich stromt (odbéry rok 2013 i 2017), dominovaly s nejvySsim
relativnim zastoupenim 2 kmeny. V odbéru v roce 2017 (Basidiomycota (67,4%) a
Ascomycota (29,3%) a v odbéru v roce 2013 (Basidiomycota (66,1%) a Ascomycota
(31,3%)). U téchto dvou kmenl nebyly zméteny statistické rozdily v ramci obou
odbérti ani u jednotlivych odbérii v ramci druhti stromii. Dal$i kmeny byly u obou
odbérti minoritné zastoupené a jsou zahrnuty v grafu 36 jako ,,ostatni“ (abundance pod

4%).
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Graf 35 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych kment ve ¢tyfech vékovych tfidach v odbéru z
roku 2013 a z roku 2017. Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test

(p<0,05).
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Graf 36 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych kmenti ve tfech druzich stromii v odbéru z roku
2013 a z roku 2017. Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).

Celkem bylo u odbérii z let 2013 a 2017 detekovano 154 houbovych fada (graf
37). U 11 tadd s nejvysSim relativnim zastoupenim (Hymenochaetales, Agaricales,
Polyporales, Auriculariales, Xylariales, Chaetothyriales, Russulales a Helotiales),
byly zjisStény statisticky vyznamné rozdily v jejich relativnich Cetnostech mezi
jednotlivymi vékovymi tfidami. Minoritn€ zastoupené fady jsou zobrazeny v grafu 37

jako ,,ostatni* (abundance pod 4%).

Mezi vékovymi tfidami, z odbéru zroku 2017, nebyly zjiStény statistické
rozdily mezi fady. U odbéru z roku 2013 byly zjistény statistické rozdily pouze u fadi
Auriculariales, kde doSlo k nartstu jeho relativni Cetnosti ve vékové tiidé 20-32 let

(>32let™®, 20-32let?, 9-191et’ a 4-8let).

Mezi dvéma odbéry byly zjistény statistické rozdily u fadu Polyporales rok
2013 (>32letP, 20-32let?, 9-191et® a 4-8let??) a rok 2017 (>32let??, 20-32let?, 9-191et??
a 4-8let??), kde dos$lo k naristu jeho relativni Cetnosti ve vékové tiidé 20-32 let. U
ostatnich fada s nejvysSim relativnim zastoupenim nebyly zjiStény statistické rozdily:
Hymenochaetales, Agaricales, Auriculariales, Xylariales, Chaetothyriales, Russulales

a Helotiales.
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Mezi druhy stromll u obou odbéri (rok 2013 a 2017) byly zjiStény statistické
rozdily mezi fady (graf 38). Statistické rozdily, mezi dvéma odbéry, byly detekovany
pouze u dvou tadi. U fadu Sordariales, rok 2013 (smrk?, buk® a jedle®) a rok 2017
(smrk®, buk® a jedle®™), doslo k nar@istu jeho relativni &etnosti u smrku v roce odbéru
2013. U tadu Xylariales rok 2013 (smrk®, buk® a jedle®®) a rok 2017 (smrk®™, buk® a

jedle®), doslo k nar@istu jeho relativni ¢etnosti u buku v roce odbéru 2017.
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Graf 37 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych tadi ve ¢tyfech vé€kovych tfidach v odbéru z roku
2013 a z roku 2013. Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fisheriv LSD post-hoc test
(p<0,05).
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Graf 38 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych tada ve tfech druzich stromt v odbéru z roku
2013 a z roku 2013. Statistické rozdily (*) byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test
(p<0,05).

Mezi dvéma odbéry (rok 2013 a 2017) dochédzelo k vyraznym zménam
v relativnim zastoupeni jednotlivych houbovych rodi. Statistické rozdily byly méfeny
u dominantnich rodt: Xylodon, Resinicium, Mycena, Basidiodendron, Fomitopsis,
Spadicoides, Kretzschmaria, Megacollybia, Hyphodontia a Fomes. Minoritné
zastoupené rody jsou zobrazeny v grafu 39 jako ,,ostatni“ (abundance pod 1%, pf.
Trichoderma, Aureobasidium, Exidia, Athelia). Rody Xylodon (6,9%), Resinicium
(7%), Mycena (8%), Basidiodendron (4,8%), Spadicoides (2,7%), Kretzschmaria
(1,8%) a Hyphodontia (2,7%) byly naméteny vyssi v roce odbéru 2017 ve vSech
veékovych tfidach (rok 2013 Xylodon (3,6%), Resinicium (6,4%), Mycena (4,1%),
Basidiodendron (3,3%), Spadicoides (0,2%), Kretzschmaria (1,4%) a Hyphodontia
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(1,5%)). Zatimco u rodi Fomitopsis (3,4%), Megacollybia (3,8%) a Fomes (1,9%)
doslo ke snizeni relativni cetnosti vroce odbéru 2017 (Fomitopsis (1,1%),
Megacollybia (2,7%), a Fomes (1,5%). Mezi druhy stromi (buk, smrk, jedle, graf 40)
byly detekovany vyrazné rozdily. Rody Xylodon, Resinicium, Mpycena,
Basidiodendron, byly naméfené u vSech druhi stromi, stim, ze dochéazelo ke
zvySovani relativni Cetnosti v roce odbéru 2017. Zatimco rody Fomitopsis,
Spadicoides, Kretzschmaria, Megacollybia, Hyphodontia a Fomes, chybély vzdy
aspoil u jednoho druhu stromu. Rody Fomitopsis a Hyphodontia zcela chybély u
buku, zatimco rody Spadicoides, Kretzschmaria, Megacollybia, a Fomes se

vyskytovaly pouze u buku s minimalnim zastoupenim u smrku a jedle.
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Graf 39 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych rodi ve ¢tyfech vékovych tridach v odbéru z roku
2013 a z roku 2013. Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fisherttv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Graf 40 Porovnani relativniho zastoupeni houbovych rodt ve tfech druzich stromt v odbéru z roku
2013 a z roku 2013. Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fisheriiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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Index Chao-1 (graf 41 a 42) se porovnaval mezi dvéma odbéry (rok 2013 a
2017). Oba roky odbéru se vyznamné liSily. Vysoké rozdily u celkové diverzity
(Chao-1) indikuji, ze hloubka sekvenace z odbéru roku 2013 nepostihla dostatecné
vSechny OTU (druhy), které se ve vzorku vyskytovaly. Index diversity 80% (graf 43 a
44) byl mezi jednotlivymi odbéry (rok 2013 a 2017) vyznamné odlisny. Celkové byl
index diversity 80% vyssi pro rok odbéru 2017. Statisticky vyznamny rozdil v indexu
diversity mezi vékovymi tfidami byl detekovan pouze u vékové tiidy >321et/2017 (v
ramci jednoho roku odbéru (graf 43). Mezi jednotlivymi druhy stromil byl detekovan
vyrazny statisticky rozdil u jedle (nizs§i u roku odbéru 2013, graf 44).
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Graf 41 Porovnani dvou rokd odbéru (2013a 2017) Chao-1 indexu houbovych spolecenstev v tlejicim
dievé. Rozdily mezi jednotlivymi v€kovymi tiidami. Statistické rozdily byly vypocitany metodou
Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05). V grafu jsou uvedeny pruméry a stéedni chyby prameéru.
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Graf 42 Porovnani dvou rokli odbéru (2013a 2017) Chao-1 indexu houbovych spolecenstev v tlejicim
dievé. Rozdily mezi jednotlivymi jednotlivymi druhy stromu. Statistické rozdily byly vypo¢itany
metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05). V grafu jsou uvedeny pruméry a stiedni chyby priméru.
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Graf 431lindex druhové bohatosti 80% u dvou odbért z roku 2013 a 2017. Rozdily mezi jednotlivymi
vékovymi tfidami bez ohledu na druh stromu. Statistické rozdily byly vypoc¢itany metodou Fishertv
LSD post. V grafu jsou uvedeny primeéry a stfedni chyby pruméru.
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Graf 44 Index druhové bohatosti 80% u dvou odbért z roku 2013 a 2017. Rozdily mezi jednotlivymi

druhy stromu. Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05). V
grafu jsou uvedeny pruméry a stéedni chyby priméru.
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5.2.3.3 Funk¢ni struktura houbového spolecenstva v tlejicim dievé

Na grafech 45 a 46 jsou statistické rozdily v ramci zivotni strategie a v ramci

degradacnich skupin u dievokaznych hub.

Na grafu 45 vyrazngji pfevazuji saprotrofni organismy (60-71%) u vSech
stromi ve vSech vékovych tfidach. Rozdily byly zjistény mezi roky odbért i
vékovymi tfidami jednoho roku odbéru. Statisticky rozdil byl také zjistén u
symbiotrofi (5-15%) jak mezi dvéma roky odbéru (2013 i 2017), tak mezi
jednotlivym veékovymi tfidami v rdmci jednoho roku odbéru. Mezi ,,ostatni byly
zafazeny houby s kombinaci zivotni strategie pt. saprotrof-symbiotrof (abundance pod

2%).

Na grafech 46 jsou viditelné rozdily mezi jednotlivymi skupinami hub v rdmci
degradacnich vlastnosti. Celkové bylo u vSech stroml ve vSech vékovych tfidach u
obou dvou odbérii (2013 a 2017) zaznamenano n€kolikandsobné vys§i mnozstvi hub
bilé¢ hniloby (rozkladajici mimo jiné lignin, 31-44%). Statistické rozdily byly
naméfeny jak mezi dvéma odbéry, tak mezi jednotlivymi tfidami v rdmci jednoho
roku odbéru. Statistické rozdily byly také naméfené u hub hnédé hniloby (2-10%)
mezi v€kovymi tiidami 1 dvéma roky odbéru (nejvyssi relativni zastoupeni hub hnédé
hniloby bylo ve vékoveé tiidé 9-19let/2013). Houby hnédé hniloby byly nejvice
zastoupeny Vv pocateCnich fazich rozkladu dieva. Tteti vyznamnad skupina hub
zapojena do degradace dieva, houby mékké hniloby (2%), byly zastoupeny maélo.
Byly detekovany jak v pocatecnym fazich, tak v pozdé¢jSich fazich rozkladu dieva.
Nejvyssi relativni zastoupeni hub meékké hniloby bylo ve v€kovych tiidach 4-8let a 9-
19 let vroce odbéru 2017. Mezi ,ostatni (abundance pod 1%) byly zaZazeny
pfedev§im houby u nichZ nejsou degradacnich vlastnosti zcela objasnény.

Ektomykorhizni houby nebyly zastoupeny.
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Graf 45 Relativni zastoupeni hub podle Zivotni strategie u dvou odbért z roku 2013 a 2017 bez ohledu
na druh stromu. Statistické rozdily byly vypocitany metodou Fishertiv LSD post-hoc test (p<0,05).
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6 Diskuze

6.1 Struktura mikrobialniho spole¢enstva na vybranych kmenech v
oblasti Narodni piirodni rezervace Zofinsky prales

Vyznam tlejiciho dfeva (riznych druht stromt) spoc¢iva v kolobéhu Zivin (pf.
(Liu et al., 2013). Studie (Baldrian et al., 2016) na vybranych kmenech (buk, smrk,
jedle) v Zofinském pralese potvrdila, Ze tlejici dfevo piedstavuje vyznamné stanovistd
pro Sirokou skdlu mikroorganismi (hub, bakterii atd.). V této praci byla zjiStovana
diverzita mikrobialniho spolecenstva z hlediska dievokaznych hub s diirazem na vyvoj
v ¢ase. Dfevokazné houby (obecné houbova spolecenstva) jsou diky vldknitému rastu
a schopnosti rozkladat nepropustné polymery, extracelularnimi enzymy, efektivnimi

kolonizatory nejen dfevni hmoty (Rajala et al., 2011; Van Der Wal et al., 2007).

Z dfevokaznych hub byly na rozkladu dfevni hmoty nejcastéji detekovany
zastupci dvou kmenl Basidiomycota (67,4%) a Ascomycota (29,3%), stejné jako
v predchozi studii (Baldrian et al., 2016). Zastupci kmene Ascomycota patii k houbam
meékké 1 bilé hniloby. Nalezneme je jak v pocatecnich fazich rozkladu dreva (tzv.
primarni kolonizatofi) tak v pokrocilych fazich. Mezi zastupce kmene Basidiomycota
patii pfedevSim houby hnédé hniloby (Rayner a Boddy, 1988; Boddy, 2000). Zastupci
kmene Basidiomycota ptevazovali relativnim zastoupenim kmeny Ascomycota. Proces
rozkladu je pfednostné fizen Basidiomycoty, protozZe jejich enzymaticky komplex
nejlépe konkuruje ostatnim mikroorganismim, i ptes slabsi ligninolytickou aktivitou
(Bani et al., 2018). Dominantnimi houbovymi tfidami byly Basidiomycetes a
Ascomycetes. Oba kmeny a ob¢ tiidy byly zastoupeny po celou doby rozkladu dievni
hmoty ve vSech druzich stromi (buk, smrk i1 jedle). V pribéhu rozkladu doslo

k zvySeni relativniho zastoupeni Basidiomycota ve vékové ttidé 20-32let, nartst mohl

wrwe

Kmeny Basidiomycota a Ascomycota hraji podstatnou roli i pii degradaci
jinych substratil jako je rostlinny opad a houbové mycelium (Osono, 2020; Bani et al.,
2018). Podle studii (Bani et al., 2018; Schneider et al., 2012) bylo zjisténo, Ze
Ascomycota jsou povazovany za prvni kolonizatory mrtvého dieva a rostlinného
opadu (jsou zapojeny hlavné do rozkladu celulézy) a Basidiomycota se objevuji

pozd¢jSich fazich rozkladu (degradace piedevSim ligninu). Vysledky této prace
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castecné potvrzuji piitomnost zastupci kmene Ascomycota v pocateCnich fazich
rozkladu se snizovanim relativniho zastoupeni na tkor zastupcii kmene Basidiomycota
v pozdé&jSich fazich rozkladu dfeva. Zaroven ve studii (Schneider et al., 2012), ktera
vyuzivala metaproteomiku k propojeni mnozstvi a aktivity enzyml s jejich
fylogenetickym ptivodem a ke zkoumani vlivu faktorti prostiedi a zivin na strukturu a
funkci dekompozitori béhem rozkladu rostlinného (bukového) opadu, byla
detekovana dominance (> 80%) kmenti Ascomycota a Basidiomycota a to ve vSech
lokalitach a ¢asech. Podil kmene Basidiomycota se mirn¢ zvysil v prubéhu rozkladu.
Pfitomnost obou kmenii byla patrna i po celou dobu rozkladu dfeva. Kromé jiz
zminénych dominantnich kment se podileji na rozkladu dfeva, ale i jinych substrati
(rostlinny opad), dal$i minoritni zéstupci: Mortierellomycota, Mucoromycota,
Olpidiomycota, Rozellomycota, Chytridiomycota, Basidiobolomycota,
Glomeromycota, Zoopagomycota, Neocallimastigomycota a Entomophthoromycota.
Kmen Mucorycota byl detekovan i1 v rozkladu rostlinného (bukového) opadu, kde jeho
abundance s délkou rozkladu klesala (Schneider et al., 2012). Dominance zminénych
kmenti byla potvrzena i ve studii (Vofiskova a Baldrian, 2013) v listovém opadu
(dubu), kde byla vétsina houbovych sekvenci piifazena ke kmenlim Ascomycota
(71%) a Basidiomycota (26%). Ascomycota pievazovaly v pocatecnich a konecnych
fazich rozkladu listt a Basidiomycota ve stfednich fazich rozkladu, kde piedstavovaly
60% amplikoni. Kmeny Glomeromycota (1,8%) a Mucoromycotina (0,76%) byly

v rozkladu listll zastoupeny pouze minoritné, stejné jako u rozkladu dieva (2,8-4%).

Na niz8§i taxonomické urovni byly v degradovaném dfevé detekovany
s nejvysSim relativnim zastoupenim tady: Hymenochaetales (16,6%), Agaricales
(15,8%) a Polyporales (18,0%), Auriculariales (4,8%), Xylariales (3%),
Chaetothyriales (4,2%), Russulales (5%) a Helotiales (10,8%). Tyto tady byly
popsany také pii degradaci rostlinného opadu a houbového mycelia (Brabcova et al.,
2018; Osono, 2020). Pro degradaci substrati (tlejici dfevo nebo rostlinny opad)
vyuzivaji podobnou skélu extracelularnich enzymi. U listového opadu (dubu) byly
nejhojnéji zastoupeny houbové tady Capnodiales (22% sekvenci), Helotiales (20%) a
Tremellales (12%), zatimco na degradaci dieva se tady Capnodiales a Tremellales
podilely pouze minoritn€¢. Naopak dominantni houbovy fad (Helotiales (10,8%)), byl
detekovan, jak v rozkladajicim se dieve, tak i v listovém (dubovém) opadu (Voftiskova

and Baldrian, 2013). V dalsi studii (Brabcova et al., 2016), kterd se zabyvala
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rozkladem houbového mycelia Tylopilus felleus v opadu a lesni piid€, byla detekovana
pritomnost také n¢kolika fada. V lesni ptd¢ prevazovaly fady Eurotiales, Russulales a
Helotiales, zatimco v opadu pievazovaly tady Helotiales, Corticiales a Agaricales.
Tyto tady (Russulales, Helotiales a Agaricales) byly potvrzeny i jako dominantni
dekompozitoii mrtvého dfeva v nasi studii. U rozkladu rostlinného opadu v podobé
jehli¢i Picea abies ve studii (Zifédkova et al., 2011) byly potvrzeny fady Helotiales (z
kmene Ascomycota) a tady Polyporales, Agaricales a Russulales (z kmene

Basidiomycota).

Na urovni houbovych roda byly na vzorcich dieva nalezeny nej€astéji zastupci
rodt: Xylodon (6,9%), Resinicium (7%), Mycena (8%), Basidiodendron (4,8%),
Fomitopsis (1,1%), Spadicoides (2,7%), Kretzschmaria (1,8%), Megacollybia (2,7%),
Hyphodontia (2,7%) a Fomes (1,5%). N¢které z téchto rodi rodd byly v podobé
plodnic na tlejicich kmenech v dalsi ¢asti experimentu identifikovéany, izolovany a
popsany z hlediska chemismu a aktivity degradacnich enzymt (pf. Fomes,
Kretzschmaria a Fomitopsis). Zastupci rodu Fomitopsis a Mycena byly také zapojeny

do degradace rostlinného opadu, jehli¢i Picea abies (Ziféakova et al., 2011).

Vlastnosti dievokaznych hub, které nejvice urcuji rychlost a kinetiku rozkladu
dfevni hmoty byly v souasnosti analyzovany ve studii (Lustenhouwer et al., 2020).
V 5-leté studii na 34 saprotrofickych houbach ze Severni Ameriky zahrnujici 1 582
hub izolovanych ze 74 dekompozi¢nich kment, bylo pozorovéno, Ze nejvice rychlost
rozkladu ovliviiuje schopnost efektivniho ristu hyf (hyfalni rdst), na misto hustoty
hyf. Naopak produkce hydrolytickych extracelularnich enzymit, které uvoliuji
nutrienty z rozpadajiciho se organického materidlu (kyseld fosfataza, chitindza, B-
glukosidaza), byla na ukor rychlejSiho rozkladu. Dominantni kmeny, fady a rody
nalezené, jak v na$i studii na dievé, tak ve studiich na rozkladu ostatnich habitatd,
poukazuji na to, ze tyto houby jsou schopné konkurovat a efektivnéji degradovat
organickou hmotu pf. rychlej§im hyfalnim ristem, vEét§im zastoupenim enzymu
rozkladajicim dostupné zdroje C nebo odolnosti rist v Siroké Skale abiotickych

faktort. Jsou tedy dilezitymi dekompozitory organické hmoty.
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6.2 Fyzikalné chemické vlastnosti rozkladaného dieva

Mikrobialni spolecenstvo (houbového spoleCenstvo) je ovliviiovano zménami
biochemickych vlastnosti tlejiciho dfeva. Z ptedchozi studie (Baldrian et al., 2016)
rozkladu dieva v oblasti Zofinského pralesa vyplyva, Ze slozeni houbového
spoleCenstva je ovliviiovano délkou rozkladu dfeva — fazi rozkladu, koncentraci
dusiku a pH. V pribéhu dekompozice dieva dochazi ke zméndm ve slozeni
houbového spolecenstva a ke zménam fyzikalné-chemickych vlastnosti: zména pH a
obsahu uhliku, dusiku a fosforu (Boddy a Hiscox, 2017). Stejné procesy jsou viditelné
i pfi rozkladu rostlinného opadu (Snajdr et al., 2011).

V pribéhu dekompozice dochdzelo 1 vnami studovaném tlejicim dievé
k postupnému snizovani C/N poméru z 328 na prumérnou hodnotu 82. Pocatecni
hodnoty C/N pomeéru se navic liSily v zavislosti na druhu dieva (nejvyssi u smrku
328). V prabéhu degradace nedoslo ke srovnani C/N poméra na stejnou troveil mezi
riznymi druhy stromd. Podobny pribéh C/N poméru byl pozorovan i pfi rozkladu
rostlinného opadu (dub), kde béhem 24 mésict rozkladu doslo k poklesu ze 49 na 22
predevsim translokaci houbovym myceliem nebo fixaci vzdusného dusiku bakteriemi
(Parton et al., 2007; Laiho a Prescott, 1999; Mékinen et al., 2006). Obecné v pritbé¢hu

degradace organickych substratii dochazi ke snizeni C/N poméru a vzristani N.

Obsah ergosterolu v pritbéhu degradace v Case vzrista. Mnozstvi ergosterolu v
degradovanych kmenech je druhové zavisly, v tlejicich bukovych kmenech je jeho
obsah pfiblizné dvakrat vyssi nez u ostatnich studovanych kmeni bez zéavislosti na
délce dekompozice. Vysoky obsah ergosterolu v pozd¢jsich stadiich rozkladu miize
souviset s vyskytem vysokého mnozstvi mrtvého/zivého houbového mycelia. Vyssi
obsah ergosterolu u star§ich kmenii zaroven pozitivné koreluje se zvySovanim obsahu
dusiku ve vice rozlozenych kmenech (Colpaert et al., 1996). U buku vyraznéjsi
hodnoty naznacuji rychlej$im prorastani kmenii houbami, a s tim souvisejici rychlejsi
rozklad. MliZe to souviset s rozdilnou stavbou vodivych pletiv mezi krytosemennymi
(listnaté stromy) a nahosemennymi (jehli¢naté stromy) rostlinami. VyspélejSimi
trachejemi (cévy) u krytosemennych mohou houbové hyfy prorastat efektivnéji nez

tracheidy (cévice) u nahosemennych rostlin (Weedon et al., 2009).
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Aktivitou vyvijejicich se hubovych spoleCenstev v rozkladajicim se dievé
dochazelo k poklesu pH v pozdéjsich stadiich rozkladu dievni hmoty. Snizovani
hodnot pH bcéhem rozkladu ma (spolecné s vlivem extracelularnich enzymu hub)
vyznamny vliv na vyvijejici se bakteridlni spolecenstvo (Parton et al., 2007; Laiho a
Prescott, 1999; Mikinen et al., 2006). Rist bakterialniho spoleCenstva je omezeno na
mensi rozmezi pH, zatimco houbova spolecCenstva toleruji Siroké rozmezi pH, coz
prabéhu rozkladu organického materialu dochazi ke snizovani pH, coz ma za nasledek

zmény v mikrobialni komunité.

U vSech druhti hub, v tlejicim dfevé, byla naméfena vyssi aktivita enzymi -
glukosidazy (Stépeni disacharidi a oligosacharidtl), fosfatdzy (ziskavani fosfatu) a
lipazy (uvolnéni mastnych kyseliny s kratkym fetézcem (Vofiskova et al., 2013))
napii¢ vSemi vékovymi tfidami. Vlastn€ to znamena, ze houby se v ramci degradace
zamétuji predevsim na ziskani C, N, P a energie z dostupnych polymertii. V pozdéjsich
stadiich rozkladu dfeva (>32 let) se snizila aktivita vétSiny sledovanych enzymu. To
muze souviset se zvySujici se bohatosti a diverzitou bakteridlniho spolecenstva
tolerujiciho nizké pH, tim zvySeni konkurence enzymil mezi mikroorganismy a nizsi
rychlosti rozkladu biomasy (Parton et al., 2007; Laiho a Prescott, 1999; Mikinen et
al., 2006). Konkurence mezi mikroorganismy ovliviiyjici rychlost rozkladu biomasy
byl popséan tzv. ,,Gadgil effect” (Gadgil and Gadgil, 1971), na inhibici saprotrofnich
organismil ektomykorhiznimi houbami pfi rozkladu opadu. V dalSich studiich bylo
zjisténo, ze je rozklad a zastoupeni jednotlivych mikroorganismii regulovano i
dostupnosti N (Bending, 2003). Ve studii (Baldrian et al., 2014) bylo testovano 152
kmenii hub patficich do 112 druht, dfevokaznych i rozkladajici opad. VétSina druht
vykazovala aktivity kyselé fosfatazy (96-99%) a alkalické fosfatazy (96%). Velmi
casté byly lipolytické enzymy a B-glukosiddza (93% druhti). Ve studii (Brabcova et
al., 2016) na degradaci houbového mycelia Tylopilus felleus v lesnim opadu a pudé
byly také namétené vysoké aktivity enzymil fosfatdzy a lipazy. Vysoké aktivity nami
meétenych extracelularni enzymu (pfevazné fosfatdzy a B-glukosiddzy) potvrzuje i
studie (Ziféakova et al., 2011) na rostlinném opadu (jehli¢i Picea abies). V této studii
bylo testovano 12 tadt z kmene Acomycota a 4 tady zkmene Basidiomycota.

Pritomnost a aktivita extracelularnich enzyml dokladd schopnost houbového
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spolecenstva degradovat nami studované tlejici difevo i ostatni lignocelulolytické

substraty.

U houbovych spoleCenstev ve vsech druzich stroma byly detekovany nizsi
aktivity oxidativnich enzymu (oxidéaza, peroxidaza, Mn-peroxidadza a lakaza). Nizsi
ligninolyticka aktivita byla dale detekovana u hub pfi degradaci rostlinného
(bukového) opadu u celedi Mycenaceae (tad Agaricales) v Basidiomycota, a
Xylariaceae (tad Xylariales) v Ascomycota (Osono, 2020). Ve vySe zminéné studii
(Ziféakova et al., 2011), na rostlinném opadu (jehli¢i Picea abies), byla z oxidativnich
enzymil méfena lakdza a Mn-peroxidadza. Aktivity lakdzy byly detekovany jak
v pocateCnich fazich, tak v pokrocilejsich fazich rozkladu. U tlejiciho dfeva v nasi
studii byly aktivity lakdzy potvrzeny pouze v limitovaném mnozstvi u jedle (pocatek
dekompozice dieva) a buku (pozdni fidze dekompozice dieva). Stejné¢ jako u
oxidativnich enzymut byla detekovana v tlejicim dievé nizkd aktivita endostépicich
enzymil (endo-1,4-B-glukanazy a endo-1,4-B-xylanazy), kterd se postupné¢ zvysila u
vice rozlozenych kmenii. Nizsi aktivity oxidativnich a endostépicich enzymi mohou
souviset s tim, Ze se houby nejprve snazi vyuzit dostupnéjsi zdroje C a energie
(rozklad celulézy nebo hemiceluldézy) a k tomu vyuzivaji Sirokou Skalu enzymi
celulazy a hemiceluldzy. Vyssi aktivity v pokrocilejSich fazich rozkladu mohou
souviset se strukturou degradované hemicelulézy (van den Brink a de Vries, 2011),
ktera by mohla byt v pokrocilejSich fazich rozkladu dostupnéjsi pro endo-1,4-B-
glukanazy a endo-1,4-B-xylanazy $tépici vnitini B -1,4 —D vazby v polymeru (Baldrian
a Valaskova, 2008). VSechny tyto extracelularni enzymy, které vyuzivaji
saprotrofnimi basidiomycety, se podileji 1 na interspecifickych interakcich s jinymi
pidnimi organismy a na pieméné pudni organické hmoty - lignoceluldézy a

huminovych slou¢enin (Baldrian, 2008).
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6.3 Vyvoj mikrobialniho spole¢enstva v ¢ase (2013-2017).

Vyvoj mikrobidlniho spolecenstva (z hlediska vyvoje v houbové taxonomii)
nepfinesl vyraznéj$i zmény struktury hlavnich dekompozitorG na urovni kmene.
Rozdily byly pozorovany na trovni tadu, u fadu Polyporales 20-32 let/2013 (15,0%)
doslo k narlstu Cetnosti 20-32 1et/2017 (18,0%). A u tadu Xylariales doslo k nartstu
cetnosti u buku v roce odbéru 2017 (3%). Dominantni fady zlstavaly pievedSim
Hymenochaetales (16,6%), Agaricales (15,8%) a Polyporales (18,0%). VétSina tada
nalezenych na tlejicim dfevé, byla nalezena také na jiz zminénych rostlinnych
opadech (jehli¢natych i listnatych stromil), v pidé (Osono, 2020; Bani et al., 2018).
Detekovany vyvoj a nepatrné zmény v zastoupeni houbového spolecenstva probihal
podobné jako u jiz zminénych rostlinnych opadech (bukovy a dubovy), ptedchozich

studiich rozkladu dieva (Osono, 2020; Votiskova a Baldrian, 2013).

Dominantni rody byly: Xylodon (6,9%), Resinicium (7%), Mycena (8%),
Basidiodendron (4,8%), Spadicoides (2,7%), Kretzschmaria (1,8%) a Hyphodontia
(2,7%), vyssi v roce odbéru 2017 a Fomitopsis (3,4%), Megacollybia (3,8%) a Fomes
(1,9%) niz$i v roce odbéru 2017. Rody Xylodon, Resinicium, Mycena,
Basidiodendron, namétené u vSech druhii stromt (vy$Si roce odbéru 2017).
Fomitopsis a Hyphodontia chybély u buku, zatimco rody Spadicoides, Kretzschmaria,
Megacollybia, a Fomes se vyskytovaly pouze u buku s minimdlnim zastoupenim u
smrku a jedle. Zastupci rodu Fomitopsis a Mycena byly také zapojeny do degradace
rostlinného opadu, jehli¢i Picea abies (Zifédkova et al., 2011). Detekované houbové
kmeny, fady a dominantni rody lze povazovat za hlavni dekompozitory organické
hmoty, nékteré znich byly nalezeny 1 rostlinnych opadech, padé, myceliu.
Detekovany vyvoj zastoupeni jednotlivych rodt podporuje nasi hypotézu o tom, Ze se
mikrobidlni (houbov4 komunita) méni béhem rozkladu v Case i v relativné kratkém

¢asovém horizontu.

Diversita spolecenstva vyjadiena indexem diversity 80% byla vyrazné vyssi
pro rok odbéru 2017, coz pravdépodobné souvisi s niz§im poctem ziskanych sekvenci
z ptedchoziho odbéru. Vysoky index diversity 80% u buku z roku odbéru 2017 muze
souviset s rozdilnou stavbou vodivych pletiv mezi krytosemennymi a nahosemennymi
rostlinami. U krytosemennych rostlin mohou houbové hyfy proristat efektivnéji

(Weedon et al., 2009).
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Houbova spoleCenstva lze roziadit na zaklad¢ jejich zivotni strategie do
nekolika funkcénich skupin (guild). U zkoumanych kment jednoznacné pievazovaly
saprotrofni organismy ve vSech vékovych tfidach, bez zavislosti na druhu dieva. Podle
predchozich studii jsou jednotlivé funkcni skupiny spojovany v pfislusnymi habitaty
pi. saprotrofni a ektomykorhizni houby v lesnich pidach, saprotrofni a arbuskularni
mykorhizni houby v pidach travinatych oblasti nebo saprotrofini-dievokazné a
rostlinné-patogenni houby v rozkladajicim se dievé (Tedersoo et al., 2015). V tlejicim
dievé jsme detekovali saprotrofni, patotrofni i symbiotrofni houby. Z dat se neda
jednoznacéné urcit jaky je obecna trend v poméru mezi t€mito skupinami v tlejicim
dievé v pribéhu rozkladu. Obecné patii saprotrofni houby mezi nejucinnéjsi
rozklada¢e v mnoha ekosystémovych slozkéach, jako je ptda, rostlinny opad nebo
rozklad dfeva (Baldrian et al., 2014). Saprotrofni houby byly detekované i v pidach,
kde se méni jejich zastoupeni v zavislosti na klesajici obsah organickych latek a
zvySujici se hloubce pidy. Zatimco saprotrofni houby jsou bézné v hornich ¢astech
pudniho profilu, mykorhizni dominance a relativni hojnost bakterii rostou s hloubkou
(Snajdr et al., 2008). V rozkladaném dievé jsme zadné zastupce mykorhiznich hub
nedetekovali. Rostlinny opad je nejcastéji rozkladan saprotrofnim basidiomycety,
které lze zaradit mezi houby bilé hniloby. Na rozkladu rostlinného opadu se dale
podileji zastupci Ascomycet (Eichlerova et al., 2015). Saprotrofni houby byly také
nalezeny ve studii (Kohout et al., 2020) na kofenech Zivych sazenic stromil P. abies.
Na pocatku rozkladu byly saprotrofni houby zastoupeny (15%) a v pribéhu rozkladu

dochézelo ke zvySovani mnozstvi (20%).

Pomoci databaze FUNGuild (Tedersoo et al., 2015) lze, také zjistit o jaké
skupiny hub (z hlediska enzymatického aparatu se jednd). Celkové bylo u vSech
stromtll ve vSech vékovych tfidach u obou dvou odbért (2013 a 2017) zaznamenéno
nekolikanasobné vys$si mnozstvi hub bilé hniloby. Houby hnédé¢ a mékké hniloby,
byly zastoupeny malo. Stejné jako v pfedchazeji studii (Baldrian et al., 2016), kde
byly houby bilé hniloby zastoupeny po celou dobu rozkladu dieva (52%) a houby
hnédé hniloby (3.8%) v pocatecnich fazich rozkladu. Uz ve studii (Gilbertson, 1980)
na kmenech listnatych a jehli¢natych stromii v Severni Americe, bylo prokazéano, ze
90% vsech dievokaznych hub patii mezi houby bilé hniloby. Ve studii (Boué et al.,
2019) na pilinach z péti nahodné vybranych patezil, také nebyly houby hnédé hniloby

abundantni. Pti rozkladu dfeva tedy dominovaly houby bilé hniloby ackoliv, je
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enzymaticky komplex hub hnédé hniloby 1épe uzplsoben konkurenci a degradaci

organické hmoty (Rayner a Boddy, 1988; Boddy, 2000).
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6.4 Analyza funkénich vlastnosti hub podilejicich se na rozkladu

Vytvareni plodnic je u hub ovliviiovano né€kolika faktory (stejné¢ jako rozklad
zména teploty, dostupnost vody a svétla. Dulezita je také interakce i s jinymi houbami
nebo bakteriemi (Moore et al., 2008). Houby vyskytujici se na tlejicich kmenech ve
form¢ plodnic representuji spoleCenstvo rozkladu, ale zdaleka neukazuji na
komplexnost houbového spolecenstva ve dievé. Studiem plodnic je vSak mozno
studovat mozné funk¢ni vlastnosti rozkladacii véetné jejich genomického potencialu a

genové exprese (data jsou soucasti jiné studie).

NejcastéjSimi houbovymi rody u odebranych plodnic, po identifikaci, byly
Ganoderma applanatum (bila hniloba), Trametes versicolor (bild hniloba), rod
Mycena (bila hniloba), Fomitopsis pinicola (hnéda hniloba) a Pluteus cervinus (bila
hniloba (Hiscox a Boddy, 2017)). VSichni zastupci patii k dominantnim kmentim bud’
Ascomycota nebo Basidiomycota (Bani et al., 2018). Tyto houbové rody jsou
zastoupeny pii degradaci riznych substrati. Pti degradaci dfevni hmoty (Baldrian et
al., 2016) byly dominantnimi zastupci rody Ganoderma (5,3%) a Fomitopsis (3,1%),
pii degradaci rostlinného (bukového) opadu Ganoderma, Trametes, Mycena (Osono,
2020). Rody Mycena a Fomitopsis byly také zapojeny do degradace rostlinného
opadu, jehli¢i Picea abies (Ziféakova et al., 2011). N&které z rodii tvofici plodnice
byly nalezeny 1 ve vzorcich dfeva s vysokou relativni abundanci naptiklad rody
Mycena (8%), Fomitopsis (1,1%) a Trametes (pod 1%). Nalezené houbové rody (ve
form¢ plodnice tedy mohou zasti reprezentovat strukturu spoleCenstva

dekompozitori).

Prvky C, N a P jsou dilezité nejenom pro rist samotnych plodnic, ale také pro
produkci velkého mnozstvi spor, které jsou pak transportovany vzduchem k dal§im
substratd (Parfitt et al., 2010). Houby jsou schopné pravé i diky svym extracelularnim
enzymum tyto prvky ziskdvat z riiznych substratl (rostlinny opad, mycelium, tlejici
dfevo). Diky svym morfologickym vlastnostem jsou dale schopné tyto prvky
translokovat do pf. raznych casti tlejiciho dieva a tim se 1 efektivnéji Sifit v daném
substratu. Uvolnéné prvky jsou dilezitym zdrojem také pro dal§i mikroorganismy,

zejména bakterie, zijici v danych substratech. Houbova spolecenstva (pf. mykorhizni

houby) jsou dulezitymi transportéry prvkia N a P, které uvoliluji z mrtvé organické
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hmoty a transportuji je k rostlinnych symbionti (Read, 2003). Prvkové slozeni
jednotlivych testovanych plodnic se pfilis nelisil s vyjimkou plodnice Lycopedron
perlatum, s vy$sim mnozstvim dusiku a fosforu a plodnice Pluteus cervinus, se

zvySenym mnozstvim fosforu.

Dievokazné houby produkuji Sirokou Skalu extracelularnich enzymi
podilejicich se na rozkladu lignoceluléozy. Pouzitim genové zamétenych
metatranskriptl byl nalezen soubor transkribovanych sekvenci pro lakdzu,
exocelulazu, oxidazy a glykosylhydrolazy, produkovanymi kmeny Ascomycota a
Basidiomycota (Baldrian et al., 2012; Kellner a Vandenbol, 2010). U plodnic hub byla
prokézana enzymaticka aktivita vétSiny zkoumanych extracelularnich enzymd.
Fosfatazy, lipazy a 1,4-B-glukosiddzy vykazovaly nejvyssi aktivitu u vétSiny plodnic
hub. Tyto enzymy jsou dulezité pro ziskdvani zivin a prvkd nezbytnych pro dalsi
vyvoj (ziskavani fosfatu, uvolnéni mastnych kyseliny s kratkym fetézcem (VotiSkova
et al,, 2013)). Aktivity extracelularnich enzymi se podobaly jiz vySe zminénym
aktivitaich nalezenych ve vzorcich dfeva. Aktivity oxidativnich enzymt byly
detekovany pouze u hub bilé hniloby (naptiklad Trametes versicolor, vyssi aktivita
enzymil lakdza, oxiddza a Mn-peroxidadza). Zatimco u hub hnédé hniloby (Fomitopsis
pinicola, ptevazovala aktivita enzymt rozkladajici celulozu). Houby hnédé hniloby
degraduji polysacharidy (celuloza a hemiceluléza) a lignin pouze modifikuji
(Ryvarden, 1991), zatimco houby bilé hniloby degraduji lignin, celulézu a
hemicelulozu (Gilbertson, 1980). Hodnoty aktivit enzyml mohly souviset se stafim
odebrané plodnice, stafim kmene, abiotickymi faktory prostfedi nebo kompetic mezi
jednotlivymi druhy mikroorganismi (Kellner a Vandenbol, 2010; van den Brink a de
Vries, 2011). Plodnice hub nalezenych na tlejicich kmenech tedy jednoznacné

pfispivaji k dekompozici dievni hmoty.
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7 Souhrn

Predkladana diplomova prace se zabyva strukturou a vyvojem mikrobialniho
spolecenstva se zaméfenim na spoleCenstvo hub na tlejicim dfevé v pfirozenych
podminkéach lesniho ekosystému Zofinského pralesa. Prace dale studuje chemismus
rozkladaného dieva, enzymové aktivity ve dievé jako ukazatel aktivity mikrobialnich
spoleCenstev a mnozstvi houbové biomasy jako méfitko vyskytu hlavnich
dekompozitori — hub. Studiem plodnic dfevokaznych hub z mista studie dopliuje
prace poznatky o struktufe houbového spolecenstva rozkladdaného dieva o

fyziologické zhodnoceni moznosti jednotlivych dekompozitort.

V prvni ¢asti experimentu byly identifikovany plodnice odebrané ze zetlelych
kmentl na stanovisti, jejich prvkové slozeni a enzymaticka aktivita vici strukturnim
polymertim ve difevé. Ziskané izolaty byly déle pouzity pro sekvenaci genomu
vybranych hub a jeho analyzu (v rdmci experimentu mimo ramec diplomové prace).
Nekteré z rodt hub vytvarejicich plodnice byly nalezeny ve vysokych relativnich
abundancich i v odebranych vzorcich dieva: Trametes, Fomes, Mycena, Fomitopsis.
U plodnic hub byly detekovany zvySené aktivity zejména enzymil fosfatdzy, lipazy a
B-glukosidazy. ZvySené enzymatické aktivity téchto enzymi byly nalezeny i ve
vzorcich dfeva. Plodnice dfevokaznych hub na tlejicich kmenech tedy castecné
reprezentuji strukturu spoleCenstva hub uvnitt tlejictho dfeva a svymi funkénimi

vlastnosti pfispivaji k jeho rozkladu.

V druhé casti experimentu bylo identifikovano houbové spolecenstvo ze
vzorkovanych kment ve ¢tyfech stupnich rozkladu s ohledem na druh rozkladaného
dfeva a chemickych zmén v rozklddaném substratu. Bylo potvrzeno, Ze v prabéhu
rozkladu dochézi ke snizovani C/N poméru. Diivodem je pravdépodobné translokace
N houbami a fixace N bakteriemi v pozdéjSim stadiu rozkladu (Parton et al., 2007).
Béhem rozkladu dochazi k akumulaci houbové biomasy a snizeni pH aktivitou hub.
Zmény struktury houbového spolecenstva v prabéhu rozkladu dfeva jsou
detekovatelné na urovni fadi. Majoritnimi houbovymi fady v tlejicich kmenech jsou
Hymenochaetales (16,6%), Agaricales (15,8%) a Polyporales (18,0%), a Helotiales
(10,8%), na urovni rodd jsou Castymi zastupci: Xylodon (6,9%), Resinicium (7%),
Mycena (8%), Basidiodendron (4,8%). Vyskyt nékterych rodt byl specificky vazan na

druh dteva: Kretzschmaria nebo Fomes byly detekovany pouze na buku. Z funkéniho
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hlediska dominovali po celou dobu rozkladu zastupci saprotrofii a hub bilé hniloby,
zatimco houby hnédé hniloby byly pouze v pocatecnich fazich rozkladu. VSeobecné
byly ve dievé detekovany nejvyssi aktivity fosfatdzy, lipazy a B-glukozidazy.
Enzymova aktivita jako ukazatel rozkladného procesu se vSak snizila v pozdnich

fazich rozkladu.

Struktura houbového spolecenstva v tlejicim dieve se vyviji v ase. Na nizSich
taxonomickych urovnich 1ze tyto zmény pozorovat i v kratkém obdobi 4 let. Plodnice
difevokaznych hub pfitomné na rozkladajicich se kmenech mohou cCastecné

reprezentovat strukturu aktivnich rozkladaci dfevni hmoty.
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