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Abstrakt

V pribéhu dekompozice rostlinné biomasy dochazi ke zmén¢ slozeni spolecenstva hub,
které maji zasadni vyznam v rozkladu organické hmoty na zakladé produkce svych
extracelularnich enzymi. V disledku zna¢né heterogenity ptidniho prostiedi je zastoupeni hub

a aktivita jejich enzymu riiznd a specifickd pro jeho jednotlivé komponenty.

Prace byla zaméfena na vyznam hub asociovanych s kofeny smrku ztepilého (Picea
abies). Pro experiment byl vybran lesni porost s pievahou smrku ve Skolnim lesnim podniku
Kitiny na Moravé. Cilem bylo porovnat sloZzeni spoleCenstva hub v kotenech, rhizosfére
a pudé¢ a popsat jeho postupny vyvoj po ukonceni toku asimilat v disledku vykaceni porostu.
Dalsim ukolem bylo kultivovat, popsat a charakterizovat spolecenstvo hub rozkladajici
kofeny po 5 a 9 mésicich. Identifikace izolatd prob¢hla na zakladé izolace houbové DNA
a nasledné sekvenace. Na zéklad¢ detekce enzymatické aktivity byly stanoveny degradacni
schopnosti izolatt pro lignocelul6zovy komplex rostlinné biomasy. Slozeni spoleenstva hub
bylo popsdno pomoci sekvenace environmentdlni DNA na platformé Illumina. Pted
ukoncenim toku asimilétt, u Zivych stromt, patfilo zastupciim ektomykorhiznich (ECM) hub
60 % sekvenci. Prvni rok po ukonceni toku asimilati byl pozorovan nartst saprotrofil,
zastupcu predevsim z pododdéleni Mortierellomycotina (z 5 % na 10 %) a Mucoromycotina
(z 2% na 89%). Nektefi saprotrofni zastupci vykazovali preferenci pro néktery
z kompartmentii. Saprotrofni zastupci Mycena, Phyalocephala vykazovali preferenci
pro kofeny. V pldnim prostiedi (rhizosféra a okolni pida ,,bulk soil*) naopak vzrostla

abundance zastupct Mortierella a Umbelopsis, jejichz zastoupeni v kofeni bylo minimalni.

Zastupce Hypocrea atroviridis, ktery je pro pudni prostfedi typicky, spadal mezi
kultivovatelné a dominantné zastoupené saprotrofy na kotfenech Picea abies. U vétsiny
izolovanych zéstupcti byla detekovana nejvyssi aktivita B-glukosidazy, chitindzy a fosfatazy.
Dekompozice kotfenti byla zaznamenana jiz jeden mésic po pokaceni stromi a béhem jednoho
roku byly kofeny rozlozeny az z 61 %. V pocateéni fazi dekompozice se pravdépodobné

na tomto rozkladu mohou podilet jak saprotrofni, tak i ECM zéstupci.

Klic¢ova slova: houby, mykorhiza, ptida, endofyt, rhizosféra, ekologie



Abstract

The decomposition of plant biomass is associated with changes of the associated fungal
community which is crucial in the process of degradation due to their production of
extracellular enzymes. Moreover, fungal communities as well as enzymatic activity are
specific for soil microhabitats.

This thesis focused on the importance of fungi associated with the roots of Norway
spruce (Picea abies) trees. Forest with dominating Norway spruce, located in the School
Forest Enterprise Kitiny area in Moravia, was selected for the experiment. The aim of this
thesis was to compare the community composition of fungi in the roots, rhizosphere and bulk
soil and to describe the gradual development of this community after the death of the roots.
The next aim was to isolate, describe and characterize those fungi that decomposed roots 5
and 9 months after tree harvest. Identification of fungal isolates was based on DNA
sequencing. Degradation capabilities were determined as the activity of enzymes involved in
the degradation of lignocellulose. Composition of fungal communities was described by
sequencing of environmental DNA on the Illumina platform. Before the flow of assimilates
from the live trees stopped, communities of ectomycorrhizal fungi dominated with 60 % of all
sequences. Increased abundance of saprotrophic fungi was observed during the first year
without the flow of assimilates. The saprotrophs were especially from subdivision
Mortierellomycotina (from 5% to 10 %) and Mucoromycotina (from 2 % to 8 %). Some
saprotrophs showed preference for specific compartments of soil. The genera Mycena and
Phialocephala preferred roots. Mortierella and Umbelopsis preferred rhizosphere and bulk
soil and showed only a minimal presence in the roots. Hypocrea atroviridis was typical for
the soil environment. | have cultivated it from Picea abies roots. These abundant fungi
exhibited high activity of enzymes. Hughest activity was observed for the enzymes -
glucosidase, chitinase and phosphatase.

Decomposition of roots took place as early as one month after tree removal and after a
year as much as 32 % of the root mass was decomposed. At the early stage of decomposition

both saprotrophic and ectomycorrhizal fungi may contribute to root decomposition.

Key words: fungi, mycorrhiza, soil, endophyte, rhizosphere, ekology
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1 Uvod

Kofteny predstavuji specifickou niku a oproti okolni ptidé se jedna o prostiedi s podstatné
vysSi dostupnosti zivin, zejména diky piisunu asimilati vznikajicich v procesu fotosyntézy.
V blizkosti kotfene jsou tyto latky produkovéany ve formé koienovych exsudati a vyuzivany
fadou pludnich mikroorganismti. Jednd se pifedevSim o vldknit¢é houby a bakterie.
Tyto mikroorganismy mohou naopak celit i nedostatku nékterych zivin - limitujicich prvka
jako je N a P, které jim obvykle rostliny neposkytuji. Na rozdil od bakterii jsou vlaknité
houby schopné tyto latky transportovat z okolni pidy. Typickym ptikladem jsou ECM

(ektomykorhizni) houby asociované s koteny dievin.

Saprotrofni zastupci, stejné jako ECM zastupci hub jsou schopni produkovat Sirokou skalu
enzymil, kterymi pfispivaji ke kolobchu latek v ekosystému. Jednd se o extracelularni
nebo na bunécné stény vazané degradacni enzymy hydrolytického a oxidaéniho charakteru,
které jsou nezbytné v procesu rozkladu lignocelulézového komplexu biomasy rostlin. K tomu
dochazi po ukonceni toku asimilatt. Timto je zajistén tok latek v ekosystému (Courty et al.,
2010a). Zastupci ECM hub mohou pifedstavovat az 1/3 z celkové mikrobialni biomasy lesnich
piad (Hogberg a Hogberg, 2002), a proto vyznam ECM hub se zda byt v procesech cyklu
uhliku zasadni (Courty et al., 2010a).

Prace se zabyva popisem spolecenstva hub v kotenech, rhizosféte a okolni ptidé (,,bulk
soil“) u smrku ztepilého (Picea abies) na urovni DNA. Pomoci sekvenacni techniky nové
generace bylo popsano celkové spektrum hub ve smrkovém porostu a nasledna zména po jeho
vykéceni, které melo za nasledek ukonceni ptfisunu asimilatid. Degradacni schopnosti hub byly
stanoveny na zaklad¢ produkce extracelularnich enzymi. Houby asociované s kotfeny smrku
po ukonceni toku asimilatu byly dale kultivovany a izolovany v ¢istych kulturach, u kterych
byla také stanovena aktivita extracelularnich enzymi, ucastnicich se degradace

lignocelulozového komplexu.
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2 Literarni prehled

2.1 Jehli¢naty les a smrk ztepily (Picea abies)

V terestrickém ekosystému severni polokoule Zemé predstavuji jehlicnaté lesy
vyznamnou dominantu. Jedna se o pasmo subpolarni, mirné a z ¢asti i subtropické (Lindahl et
al., 2002). Jako soucast borealnich lest, které pokryvaji cca 11 % zemského povrchu,
tak mohou konkurovat s tropickymi destnymi pralesy (Persson, 1980). V jehli¢natych lesich
nauzemi Ceské republiky je hlavni dominantou stalezeleny smrk ztepily (Picea abies)
z Celedi borovicovité (Pinaceae). Jeho kofenova soustava je mélka a bez hlavniho kofene

(Kremer, 1995).

2.2 Puda a koren

Pro ptdu je charakteristickd jeji prostorova heterogenita. Je slozena z Castic s riznymi
vlastnostmi a sled na sobé¢ lezicich vzajemné odliSnych pldnich vrstev vytvaii tzv. pidni
profil (Obr. 1). K heterogenité pudy ptispivaji i faktory, jako nerovnomérné rozmisténi kotent
rostlin a pidnich mikroorganismu, které do jisté miry tento ptidni profil kopiruji (Dickie et al.,

2002; Rosling et al., 2003).

0 7

Obrazek 1: Pidni profil (schéma). Vertikalni fez ptdou: A - Organicky svrchni horizont, B -
Mineralni horizont, C — Horizont pfevazné jilovity, obohaceny o mineralni latky, D -
Podpovrchovy horizont a mate¢ni hornina (ptevzato z: http://geology.cz).

11


http://geology.cz/

Nejsvrchnéjsi vrstvou pudniho profilu je organicky svrchni horizont — svrchni humus
s vysokym obsahem organickych latek z odumftelych ¢asti rostlin. NizZe se nachazeji mineralni
horizonty. Ty obsahuji mineralni sorpcni komplex, ktery vznikd misenim minerdlnich latek
S humifikovanou hmotou. Nésleduji podpovrchové horizonty, které maji vyznamnou roli
pro vodni rezim pidy. V piipadé zhorSené propustnosti téchto horizontli dochazi k zamokieni

pudy a zvySovani koncentrace CO,. Hloubéji jsou substratové horizonty a matecni hornina.

Heterogenni a proménlivé vlastnosti pidy mdji vliv i na rozloZeni kofenového systému
rostlin (Gryndler et al., 2004), ktery slouzi k upevnéni rostliny v padé, k pfijmu vody a latek
Vv ni rozpusténych. Slouzi také jako zasobni organ, kde jsou ukladany asimilaty vzniklé

Vv procesu fotosyntézy (Votrubova, 2001).

S pudnim prostiedim je kofen propojen pies vlakna mykorhiznich hub (popsano v kapitole
2.3.1. Mykorhizni symbioza), které kolonizuji vnéjsi vrstvy bunck kotfene - kofenovou
pokozku (rhizodermis) a primérni kiru kotfene (cortex). Dale do stiedu kotfene mykorhizni
houby obvykle nepronikaji. Stfed kofene je vyplnén vodivymi pletivy (floem, xylen), které

je ohraniceno pericyklem (Obr. 2; Gryndler et al., 2004).

rhizodermis (with root hairs)
cortex (parenchyma)

|  endodermis (with Casparian strip)

pericycle
phloem

xylem

Obrdzek 2: Kofen (schéma). Vyse¢ piiéného fezu kofenem: rhizodermis - pokozka, cortex — kira,
endodermis - nejvnitinéjsi vrstva kofenové kury, pericycle - vrstva parenchymatického pletiva,
phloem a xylem - vodiva pletiva (pfevzato z.
https://s10.lite.msu.edu/res/msu/botonl/b_online/e05/05b.htm).
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2.2.1 Korenové exsudaty

Do pudniho prostfedi produkuji kofeny rostlin chemické latky, které jsou obecné
oznaCovany jako kofenové exsudaty. V bezprostiedni blizkosti kotfene je v dusledku
pritomnosti exsudatii regulovano mikrobidlni spolecenstvo, podporovan vznik vyhodnych
symbiotickych vztahii a pfipadné dochdzi k inhibici ristu konkuren¢nich rostlinnych druhti
(Nardi et al., 2000). Tyto latky tedy slouzi také jako vyznamné chemické atraktanty
Vv rhizosféte - v pudé, ktera je v bezprostiednim kontaktu s kotfeny rostlin (Estabrook a Yoder,
1998). Produkci kofenovych exsudatl je uvoltovan asimilovany uhlik, vznikly v procesu
fotosyntézy. Jedna se o pozoruhodny proces, kdy rostlina uvoliiuje 5 az 21 % pevného uhliku
(Marschner, 1995), coz ptedstavuje zna¢né naklady pro hostitelskou rostlinu. Tyto latky
nizkomolekularni (aminokyseliny, organické kyseliny, cukry, fenoly a sekundarni metabolity)
a vysokomolekularni povahy (polysacharidy, bilkoviny; Ryan a Delhaize, 2001) jsou
pravdépodobné syntetizovany na povrchu endoplasmatického retikula (Winkel-Shirley, 2001).

Rostlina produkei specifickych exsudatl miize podporovat rast a aktivitu mikroorganisma,
které budou potlacovat ptsobeni ptipadnych patogent v blizkosti kofene (Berendsen et al.,
2012). Dale mohou byt produkovany jiné specifické exsudaty, napt. fytoalexiny ¢i proteiny,
které zajistuji ptimou ochranu pted utokem patogent, jejichz vyskyt v padnim prostiedi je

vice nez Casty (Flores et al., 1999).

Kofenové exsudaty hraji také dileZitou roli v pozemnich interakcich rostlinnych
spoleCenstev. Mezi koteny rostlin, které jsou v pfirozenych podminkach v neustalém
kontaktu, dochazi k alelopatickym interakcim pravé vlivem téchto sekundarnich metabolitti

(Callaway a Aschehoug, 2000)

2.2.2 Rhizosféra a okolni ptida (,,bulk soil*)

Kofteny rostlin do svého okoli uvoliuji v podobé exsudatii velké mnozstvi energeticky
bohatych latek a tim dochazi ke zménam ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech puady
Vv blizkosti kotfene podporujici vyskyt pidnich mikroorganismi. Tento fenomén byl oznacen
jako rhizosférni efekt. Samotny vyraz rhizosféra poprvé pouzil prof. L. Hiltner (1904).
K dal§im faktorim, které maji vliv na charakter rhizosféry patii typ pidy, ptidni vlhkost, pH,

teplota a stafi rostlin (Katznelson, 1946; Timonin, 1966).
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Jednim ze zékladnich rozdilii mezi rhizosférou a okolni ptidou je ¢etnost mikroorganismii.
Vyssi mikrobialni aktivita je obecné ptifazovana rhizosféte, ktera tzce piiléhd ke kotfenim
rostlin a je v dasledku produkce kofenovych exsudadi kolonizovana bakteriemi, houbami
a dalSimi mikroorganismy (Mukerji et al., 2006). Rozdil 1ze vyjadfit jako pomér R/B, ktery je
dan poctem mikroorganismu v rhizosféie (R) k po¢tu mikroorganismtii v okolni puadé (B;

Katznelson, 1946; Timonin, 1966).

2.3 Houby V lesni piidé a jejich Zivotni strategie

Houby jsou eukaryotni organismy s heterotrofnim zptsobem zivota. Mohou se vyskytovat
ve formé kulovité (kvasinky) nebo vlaknité (hyfy). V1dknita forma je v terestrickém prostiedi
v mnoha ohledech vyhodné&jsi — umoznuje pronikéni pevnym materialem i rist v nehostinném
pudnim prostfedi (Hoffland et al., 2004; Klein a Paschke 2004). K dalsi vyznamné vlastnosti
hyf patii také schopnost translokace zivin, tedy transport latek do mist s nizkym obsahem
zivin a prvki, které jsou nezbytné pro metabolickou aktivitu mycelia (Frey et al., 2000).
Casto se jedna o rychle rostouci druhy (oportunisté) produkujici velké mnozZstvi spor nebo
melanizované klidové struktury, schopné piezit v nehostinnych podminkach (van der Wal et
al., 2009). Na zaklad¢é této jejich spésné strategie rustu a uspésné formé ristu jsou houby
vyznamnou soucasti ptidniho ekosystému (de Boer et al., 2005), kde mohou vykazovat rizné

zivotni strategie.

V piipadé dekompozice odumielé organické hmoty se jedna o tzv. saprotrofii (James et
al., 2006). U tohoto zptsobu zivota je schopnost rozkladu podpofena nejen morfologii, ale
také fyzikalnimi vlastnostmi - produkci extracelularnich enzymi, ucastnicich se degradace
lignocelul6zového komplexu (Baldrian a Valaskova, 2008). Vzhledem ke kaZzdoroCnimu
ptirtistku rostlinné biomasy, nadzemniho a podzemniho opadu a odumfelé zivoc¢isné hmoty
je vyznam saprotrofnich hub zésadni. Diky t€émto houbam a jejich Zivotni strategii nedochazi
k zahlceni terestrického ekosystému odumielou biomasou. Zastupuji tak funkci primarnich

rozklada¢l mrtvé biomasy (Klan, 1989).

Vztah organismi, ktery je vzdjemné prospéSny pro oba partnery je oznaCovan jako vztah
symbioticky. V pfipadé interakce houby s fasou ¢i sinici se jedna o tzv. lichenismus. Pokud
je houba v symbiotickém vztahu s kotfeny rostlin, jedna se o mykorhizni symbidézu (Klan,

1989). Mykorhizni houby, jako obligatni symbionti, maji pfistup k asimilovanému uhliku od
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svého hostitele, od kterého ziskavaji energii (Hobbie, 2006). Na oplatku poskytuji své
hostitelské rostlin€ potiebné ziviny z pidniho prostfedi (Smith a Read, 1997).

Druhy, které napadaji pletiva zivych rostlin ¢i tkdné zivocCichti a zplisobuji onemocnéni,

patii mezi druhy patogenni (Klan, 1989).

2.3.1 Mykorhizni symbioza

Jedna se o symbioticky vztah rostlin a hub, kdy heterotrofni houby ziskéavaji externi uhlik
jako zdroj energie pro jejich buné¢né pochody pravé od hostitelské rostliny (Frank, 2005).
Rozdéleni mykorhizni symbiodzy je zalozeno piedev§im na morfologickych znacich (Redecker

et al., 2000), podle kterych se déli na dva nejrozsitengjsi typy (Obr. 3):

» Endomykorhizni symbi6za
» Ektomykorhizni symbidza (ECM)

i~ Hartigova sitka

vezikulus

arbuskulus

b)

ENDOMYKORHIZA
vezikulo-arbuskularni

ENDOMYKORHIZA
erikoidni

Obrazek 3: Rozdéleni mykorhizni symbidozy: ECM a endomykorhizni (arbuskularni a erikoidni)
symbidza (Lesnicka prace, 2008).

U endomykorhizni symbidézy hyfy hub pronikaji pfes bunécnou sténu rostlin,
cytoplasmatickd membrana vSak zlstava neporusend. Kolonizovany jsou bunky rhizodermis

a bunky primarni kofenové kiry. Houba nepronika do cévnich svazki kofene ve stiednim
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valci (Gryndler et al.,, 2004). Ktomuto typu patii napiiklad arbuskularni mykorhizni
symbidza, kterd vytvaii uvniti kolonizovanych bun¢k charakteristické utvary - arbuskuly
(Gryndler et al., 2004; Finlay, 2008). Pro rostliny fadu Orchideales je typicka orchideoidni
mykorhizni symbio6za s dvoji kolonizaci a tvorbou smotk, zavitt uvniti bunék. Dal$im typem
je erikoidni mykorhizni symbidza, vyskytujici se u rostlin fadu Ericales, ktera je typicka pro

biotopy s nizkym obsahem mineralnich zivin (Gryndler et al., 2004).

V piipadé ECM symbidzy houba do vnitinich prostor bunék svého hostitele nepronika.
ECM je charakteristicka pfitomnosti hyfového plasté na povrchu kolonizovanych kotfent
a v mezibunénych prostorach epidermalnich a kortikalnich pletiv  kofene, kde
se z ptitomnych hyf utvari tzv. Hartigova sit’ (viz 2.3.2. Ektomykorhizni houby; Wallander
etal., 2001).

2.3.2 Ektomykorhizni houby

Ektomykorhizni (ECM) houby jsou v piidnim prostiedi propojené s kofenovym systémem
rostlin a pfedstavuji jeden z mnoha typt mykorhizni symbidzy — ektomykorhizni symbidzu.
Hyfy hub pronikaji pouze do mezibunéénych prostor svého hostitele mezi buiikky primarni
kotenové kury a buiky rhizodermis (kofenové pokozky) a vytvareji tzv. Hartigovu sit’. Spleti
hyf na povrchu kofene vytvareji kompaktni hyfovy plast, ktery zajiStuje primarni
mechanickou bariéru (Gryndler et al., 2004) a zvysuji toleranci vuci t€Zkym kovam (Pb, Ni,
Zn, As a Cd), které se v ném mohou akumulovat (Gabriel et al., 1997). V ramci ochrany
svého hostitele byla také detekovana produkce tady latek, které maji antibiotické
a antimykotické u€inky (Krupa a Fries, 1971) a také latky ovlivilujici jiné organismy
na zaklade produkce rostlinnych hormonti (Gogala, 1991).

vvvvvv

1985; Chalot a Brun, 1998), fosforu a stopovych prvk, které jsou pro Zivot rostliny limitujici
a tedy nezbytné (Smith a Read, 1997; Gryndler et al., 2004). Rostliny na oplatku houbam
poskytuji asimilovany uhlik, na kterém jsou houby od svych hostitelskych rostlin zcela zavislé

(Garbaye, 1994; Frey-Klett a Garbaye, 2005).

Kolonizace rostliny zac¢ind po kli¢eni spor hub (askospory, bazidiospory) v blizkosti
kotfene. Nasledné dochazi k signalizaci mezi rostlinou a houbou, kterd je doprovézena

hormonélnimi zménami u obou symbiontii. Ty se projevuji naptiklad tim, Ze hostitelska

16



rostlina podporuje rist kratkych postrannich kofent a produkuje latky, které tlumi jeji
obranné mechanismy. Hyfy hub tedy mohou prorustat $pi¢kou kofene a §ifit se po celém jeho
povrchu, tak vznika hyfovy plast (Gryndler et al., 2004), kde hustota pfitomnych hyf

je nejvyssi prave kolem $picek kofene (Horan et al., 1988).

Houby produkuji enzymy, které ptisobi na stiedni lamelu bunécnych stén, ta se nasledné
rozpousti a pomoci mechanického tlaku hyf dochdzi k oddalovani bunék. Timto
mechanismem v kofenové kife postupné vznikd tzv. Hartigova sit. Za dovrSeni Zivotniho
cyklu hub se povazuje fruktifikace - vznik plodnic. Plodnice vSak piedstavuje jen ¢ast celého
organismu (Gryndler et al., 2004). V okoli kolonizovaného koifene zustava sit’ hyf ECM hub.
Timto zplisobem je zajisténo propojeni s okolni piidou a dalSimi organismy, které zde ziji

(Horan et al., 1988).

ECM symbidza byla puvodné povazovana za parazitismus. Pozdéji byl jeji vyznam
ptehodnocen a roku 1885 byla popsana A. B. Frankem jako mykorhizni symbi6za (Frank,
2005).

Na zaklad¢ molekularni fylogenetické studie bylo zjisténo, ze ECM vznikla ze svych
saprotrofnich piedkti nékolikrat nezavisle na sobé (Tedersoo et al., 2010a) piiblizné pied 130-
180 miliony lety (Hibbett et al., 2000). Tato Zivotni strategie se zda byt celkem nestabilni -
puvodné saprotrofni bazidiomycety prechazely k symbiotickému zpiisobu zivota. Dochazelo
vSak i1 ke ztratdm téchto symbiotickych vlastnosti a navratu k saprotrofii (Gryndler et al.,
2004).

2.3.3 SlozZeni spolecenstva hub v lesni pudé

V pudnim prostiedi predstavuji mikroorganismy vyznamnou soucast zivé biomasy. Jedna
se priblizné o 10° az 10° kg na jeden hektar pudy (Fierer et al., 2007), kde vyznamnou
slozkou jsou pravé houby (Bailey et al., 2002).

Pro samotny vyskyt hub, jak z hlediska zastoupeni biomasy, tak z hlediska druhového
rozlozeni je charakteristicka jejich vertikalni stratifikace. Rozlozeni hub je ovlivnéno pidnim
profilem. Horizonty ptidniho profilu jsou riizné provzdusSnéné, je v nich rizné zastoupeni
zivin, organickych latek a mineraldi (Snajdr et al., 2008). Také byla prokazana stratifikace
pro saprotrofni zastupce, ktefi se vyskytuji pfedevSim ve svrchnich ¢astech pudy, zatim co

zastoupeni mykorhiznich zastupcli se zvySovalo s hloubkou plidy. To koreluje s moznosti
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mobilizace N a jeho néslednym transportem ke koteniim svych hostitelskych rostlin (O Brien
et al., 2005; Lindahl et al., 2007). Na rozdil od bakterii, které jsou v ptdnim prostiedi
distribuovany ptes cely ekosystém, je vyskyt houbovych komunit ¢asto prostorové omezen

(Baldrian et al., 2012).

Vyraznym faktorem, ktery ovlivituje slozeni spolecenstva hub a mnozstvi jejich biomasy,
jsou sezonni zmény. Ty zplisobuji, Ze ptida mirného lesa spole¢né s mikrobidlni komunitou
a komunitou hub je velmi dynamickym prostfedim, které se v pribéhu roku méni (Rosling et
al., 2003). Sezonni dynamika ma tak zasadni vliv na biochemické pochody a fungovani

lesniho ekosystému (Voiiskova et al., 2014).

Ve vrstvach opadu se meéni celkové slozeni hub a v mineralnich vrstvach dochazi
k vyraznym zménam jejich celkové abundance. V hlubSich horizontech neni ptisobeni
sezonnich vliva tak vyrazné jako v opadu a svrchnich organickych horizontech (Rosling et al.,
2003; Voriskova et al., 2014).

2.4 Houby asociované s koreny smrku

Na mikrobidlni komunitu v pidé a opadu maji zdsadni vliv dfeviny, které udavaji
vlastnosti a charakter piidy, a sice prostfednictvim specifického sloZeni opadu, mrtvé biomasy
(ptevazné rostlinného ptvodu) a kofenovymi exsudaty. Timto zpisobem rostliny ovliviuji
sloZzeni spoleCenstev ptidnich mikrobii a hub, které se liSi v zavislosti na druhu dfeviny.
Rozdily byly zaznamenany pifedev§im pii porovnani listnatych a jehli¢natych stromd,
kde faktory ovliviiujici mikrobialni spolecenstvo byly rozdilné v pH a obsahu zakladnich

kationtti v pudé (Prescott a Grayston, 2013).

Byly provedeny studie, které¢ poukazuji na silné vazby mezi plidnimi mikroorganismy
a vn&jsimi faktory, jako je pH, textura, obsah organické hmoty a pomér C/N v pudé¢ (Fierer
a Jackson, 2006). V lesnim ekosystému vSak stromy ptedstavuji vyznamnou dominantu
a Vv procesu rhizodepozice zasadné ovliviiuji chemismus pidy svym opadem i exsudaty. VIiv
stromi na abundanci mikroorganismil v lesni ptid¢ a pfedevsim v nové osidlovanych piidach

byl pozorovan jako signifikantni (Prescott a Grayston, 2013).

Houby asociované s kofeny stromil je mozné urcit na zdkladé porovnavani sekvenci DNA

hub kolonizujicich kofenové Spicky a sekvenci DNA plodnic. Po roce 1990, diky vyvoji
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molekularnich metod pro analyzu a identifikaci, byl zaznamenan vyznamny pokrok
predevs$im v identifikaci ECM hub. Pro né je typické pohlavni rozmnozovani, ale jen mala

¢ast z nich je schopna vytvaret vyrazné a trvalé plodnice (Tedersoo et al., 2010b).

2.4.1 Ektomykorhizni houby

ECM druhy predstavuji pievaznou vétSinu hub, které jsou asociovany s kotfeny lesnich
dfevin. Vztah je mozné hodnotit jako velmi uspésSny, vzhledem k dominanci lesnich
ckosystému na severni polokouli, jejichz vyznam nespoc¢iva pouze v hospodarském vyuziti,
ale také v ukladani velkého mnozstvi C z atmosférického CO, (Nehls et al., 2010). Tento typ
symbiozy predstavuje az 80 % z celkové houbové biomasy a 30 % z celkové biomasy
mikroorganismi v lesnich pidach (Hogberg a Hogberg, 2002; Wallander, 2006). Ugastni
se ho vice nez 6000 druhtt ECM hub (Smith a Read, 1997), které od své hostitelské rostliny
mohou ziskavat az polovinu fotosynteticky asimilovaného uhliku. Toto vyznamné mnozstvi
se mize docasné ukladat v tzv. sacharidovém zasobniku na rozhrani houba — rostlina ve formée
trehaloz ¢i mannitolu. Aby hostitelska rostlina zabranila pfipadnému parazitismu ze strany
symbiotické mykorhizni houby, je schopna tok sacharid regulovat a omezovat (Nehls et al.,
2010). Na oplatku zajistuji své hostitelské rostliné rozpusténé a organicky vazané ziviny —
prevazné N, P a stopové prvky (Tedersoo et al., 2010a), které se vyskytuji v blizkosti kofene,
nebo jsou k nému transportovany prostfednictvim mycelia, kdy prechazeji pres kompaktni

hyfovy plast’ a tedy ptes symbiotickou houbu (Ashford et al., 1986).

Piijjem zivin v boreédlnich lesich je zavisly na symbiotické ECM kolonizujici vice nez
95 % kofenovych S$pi¢ek stromt (Taylor et al., 2000), které jsou Vvtomto prostiedi
ptizpisobené nizké dostupnosti N (Nygren et al., 2007). V borealnich lesich se jedna
pfedev§im o organické pldni horizonty, kde se kofeny dievin a s nimi asociované ECM
houby mnozi nejvice (Perez-Moreno a Read, 2000; Lindahl et al., 2007). Pti hnojeni se
koncentrace N v pudé mize zvysit 50 az 200krat. Obecna odpoveéd’ ektomykorhiznich hub

na vyssi koncentraci dusiku v ptdé vSak byva spiSe negativni (Pettersson, 1994).

19



2.4.2 Saprotrofni houby

Zastupci saprotrofnich hub jsou povazovani za hlavni rozkladate odumielé rostlinné
biomasy Vv ekosystému borealnich lest (Klan, 1989), jejich aktivita je vyznamna piedevs§im
V hornich vrstvach ptdniho profilu, kde pfispivaji k mineralizaci uhliku a snizuji pomér C/N

(Lindahl et al., 2002).

U mladych kotfend Picea abies byla provedena studie, popisujici jejich degradaci vlivem
saprotrofniho zastupce Phlebiopsis gigantea, ktery v prvni fazi pronika do epidermalnich
bun¢k. K tomu dochézi jiz 3 dny po inokulaci infekénich struktur. Nasledné dochazi
ke kolonizaci kortikalnich a meristémovych bun¢k tkané hostitele. Do mezibunéénych prostor
se houby dostavaji pravdépodobné diky plisobeni extraceluldrnich hydrolytickych enzymi,
které produkuji (Asiegbu et al., 1996). Zastupci saprotrofnich hub jsou schopni produkovat
také ligninolytické enzymy (MnP, LiP), které pro né¢ mohou byt charakteristické a jejich
detekce miize byt vyuzita pro nepfimé posouzeni ¢innosti specifickych dekompozitora v pudé

(Baldrian, 2008).

2.4.3 Druhy parazitické a patogenni

Tyto druhy hub vyuZivaji pro napadeni bunétné stény rostlin ¢asto podobné extracelularni
enzymaticky systém jako saprotrofni zastupci pfi dekompozici rostlinné biomasy (Blanchette,
1991). Specificky plsobi na svého hostitele, oslabuji jeho obranné mechanismy a mohou

zpusobit i jeho odumieni (Heath, 1991).

K patogennim zastupctiim, kolonizujicim smrk patii napt. nékteti zastupci rodt Armillaria,

Heterobasidion, Stereum a Phlebiopsis (Asiegbu et al., 1996).
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2.5 Dekompozice rostlinné biomasy

V procesu dekompozice jsou slozité organické latky pfeménovany na latky
anorganické, které ptrechazeji do okolniho prostfedi a v pribehu ¢asu jsou znovu zaclenény
do organické formy. Rostlinna biomasa je vyznamnym zdrojem C, N, P a dalSich prvku, které
se v ptirodé vyskytuji pfedevSim ve stopovém mnozstvi. Diky jejich zpétnému zabudovani
do organické formy se uzaviraji biogeochemické cykly téchto prvka v prirode, které se tak

stavaji prakticky nevycerpatelnymi (Klan, 1989).

2.5.1 Houby a bakterie v pidnim prostiedi

Béhem prechodu rostlin na sou$ sehraly mykorhizni houby vyznamnou roli a tu si také
udrzely dodnes. Diky schopnosti saprotrofnich hub rozkladat obtizné rozloZzitelné latky
odumfelé rostlinné biomasy, jsou houby schopné obsadit 1 dal§i pidni niky. Obsazeni
terestrického ekosystému mélo pravdépodobné silny dopad na pudni bakterie. Bakterie jsou
jednobunééné organismy, coz je nejvice odliSuje od vldknitych hub, Skterymi soutézi
0 snadno rozlozitelny substrat (de Boer et al., 2005). Zasadni role bakterii v rozkladu latek tak

zustala ve vodnim prostiedi a sedimentu (del Giorgio a Cole, 1998).

Aby se bakterie vyrovnaly se selek¢nim tlakem ze strany hub, produkuji rtzné
antifungalni latky (napf. HCN, lytické enzymy a Zelezo - chelatacni siderofory; Whipps,
2001; Weller et al., 2002). Houby naopak produkuji riizna antibiotika, modifikuji bakterialni

genovou expresi a celkové reaguji proti bakterialnimu antagonismu (Duffy et al., 2003).

Pti rozkladu lignocelul6zového komplexu se dekompozici celuldzy Gcastni jak houby, tak
bakterie. Za aerobnich podminek se ji ucastni jak houby zodd€leni Ascomycota
a Basidiomycota, tak i nékteré ptdni bakterie (napf. Bacillus, Cellulomonas, Streptomyces)
za anaerobnich podminek se na rozkladu celul6ozy podileji z velké ¢asti obligatné anaerobni

bakterie, napt. Acetivibrio, Clostridium, Ruminococcus (Lynd et al., 2002).

Degradace ligninu je zprostiedkovana piedev§im vlivem hub a plsobeni bakteridlni
komunity je zcela zanedbatelné (Tuomela et al., 2000; Kirk a Farrell, 1987).

Obecné je v kyselych piidach ptispévek hub v dekompozici latek vyrazné vyssi
ve srovnani s bakteriemi. To je dano jejich osmotickou toleranci viici stresu pravé ve srovnani

s vétsinou bakterii (Griffiths et al., 1999).
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2.5.2 Enzymy hub podilejici se na degradaci rostlinné biomasy

Celuldza, hemiceluldza a lignin ptedstavuji hlavni biopolymery rostlinné biomasy a také
hlavni zdroj zivin a energie pro pidni mikroorganismy, produkujici extracelularni enzymy,
které jsou nezbytné v procesu dekompozice tohoto lignocelulézového komplexu (Baldrian,
2008).

Hydrolytické enzymy, G¢astnici se rozkladu celuldzy a hemiceluldzy, zajistuji uvoliiovani
C a jeho nésledné vyuziti pro rist mycelia v ptidé. Rozkladem celulézy a hemicelulozy
tak dochazi k uvolnéni energie, ktera je dale vyuzivana. Mikroorganismim jsou vSak
k dispozici prevazné v lignocelulozovém komplexu. Pristup k nim je mozny az po pusobeni
ligninolytickych enzymu, které tyto polysacharidy uvoliuji z kovalentnich vazeb s ligninem
(Baldrian, 2008; Baldrian a Valaskova, 2008). Dalsi hydrolytické enzymy, jako fosfataza,
arylsulfataza a peptidaza, pusobi na organické latky obsahujici N, P a S, které jsou také
dodavany do mycelia hub (Baldrian, 2009b).

Prehled enzymii podilejicich se na mobilizaci Zivin, N, P, S a na degradaci biopolymert je

uveden v Tab. 1 (Baldrian, 2009a).

Tabulka 1: Ptehled enzymi. Enzymy podilejici se na degradaci biopolymerti a mobilizaci Zivin z
lignocelul6zového komplexu (upraveno dle Baldrian, 2009a).

SloZzky lignocelul6zového komplexu Enzymy podilejici se na jejich degradaci

Celuléza endoglukanaza, celobiohydrolaza, B-glukosidaza

endoxylandza, endomannanaza, B-glycosidaza,
esterdza

endochitinaza, N-acetylglukosamidaza, a-
glucosidaza

Mn-peroxidaza, lignin peroxidaza, lacaza

Hemiceluléza

Jiné polysacharidy

Lignin - o

g (fenoloxidaza), H,0, produkujici enzymy
Ziskavajici N protedza, aminopeptidaza, uredza
Ziskavani P fosfomonoesteraza, fosfodiesteraza
Ziskavani S arylsulfataza

22



Celuléza (Obr. 4) ptedstavuje 30 — 50 % suché hmotnosti rostlin a je tak nejrozsifené;si
organickou slou¢eninu na Zemi. Rozklad tohoto polymeru mutize probihat jak za aerobnich
tak i anaerobnich podminek a podileji se na ném extracelularni celulazy. Jedna se o enzymové
systémy, které se béhem synergickych procesti podileji na postupné preméné celuldozy na

glukozu (Lynd et al., 2002;).

DRI_D QEI_D

CH,OH CH,OH

Obrazek 4: Celuldza - linearni fetézec celuldzy je slozeny z vice jak 10 000 zbytkli molekul
D-glukozy s B-1,4 vazbou (Lynd et al., 2002; pievzato z: http://www.oskole.sk).

Celulazy jsou rozdéleny do riznych skupin enzymi, naznacujici konvergentni smér
evoluce smérem ke stejnému substratu (Lynd et al., 2002), a proto i kdyz komponenty
celulolytického systému pidnich mikroorganismi bakterii a hub maji obdobnou funkci,

tak z pohledu evoluce jsou ptibuzné jen vzdalené (de Boer et al., 2005).
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Tti hlavni typy enzymatickvych aktivit:

1. Endoglukanazy nebo 1,4,3-D-glukanazy (EC. 3.2.1.4) — enzymy, které z amorfnich mist

celulozy generuji oligosacharidy a v disledku toho dochazi k uvolnéni novych konct fetézct.

2. Exoglukanazy vcetné 1,4,B-D-glukan-glukosidazy (celodaxtrinazy; EC. 3.2.1.74)
a 1,4,B-D-glukan-cellobiohydrolaza (celobiohydrolazy; EC. 3.2.1.91) — uvoliuji celobidzu

z redukenich ¢i nereduk ¢nich konci fetézce celuldzy.

3. B-glukosidazy (EC. 3.2.1.21) hydrolyzuji rozpusténé celodextriny a celobiézy na

glukozu.

Celulazy jsou obecné odliseny od ostatnich glykosidickych hydrolaz tim, ze hydrolyzuji -
1,4-glukosidické vazby (Birsan et al., 1998; Withers, 2001).

Vsechny tii typy enzymu se koordinované podili na hydrolytickém rozkladu celulozy
(Obr. 5; Tomme et al., 1995).
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Obrdzek 5: Degradace celulozy vlivem hydrolytickych enzymu (pievzato z Karmakar a Ray, 2011).

Dtlezitou soucéasti dekompozi¢niho systému nékterych hub muize byt i oxidativni
dekompozice, ktera souvisi se snizenim pH aprodukci dvojmocného zeleza. Pak jsou
vytvafeny volné radikaly pii tzv. Fentové reakci: H,0, + Fe?* + H+ — H,0 + Fe** + OH"),
které pravdépodobné difunduji do bunéénych stén rostlin a zptisobuji depolymerizaci celulozy
(Goodell, 2003).
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Hemicelul6za predstavuje linedrni ¢i vétveny polymer, ktery vSak neni schopen vytvaret
krystalické struktury. Retézce jsou vyrazné kratsi s piiblizng 150 — 200 glykosidickymi
zbytky a Casto vétvené ¢i acetylované (Kirk a Cullen, 1998).

Monosacharidy pospojované v glykosidické B-1,4 vazbé (ptilezitostné B-1,3; B-1,6 nebo a-

1,4 vazba) jsou: D-xyloéza, D-glukosa, D-mannosa, D-galaktosa, L-arabinosa, D-
galakturonova kyselina, D-glukuroniova kyselina, 4-O-methyl-glukuroniova kyselina (Pérez

et al., 2002).

Pro rozklad hemicelul6z je nutna kooperativni aktivita vice typti hydrolytickych enzymi
(Obr. 6). V ptipad¢ xylanu dochazi ke $tépeni hlavniho fetézce enzymem endoxylanazou.

Acetylové skupiny jsou odstépovany enzymem acetylxylan esterazou.
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Obrdzek 6: Enzymy ucastnici se rozkladu hemiceluldzy. Pro rozklad hemicelulézy je nutna
kooperace vice typ degrada¢nich enzymd. (ptevzato z http://chemistry.umeche.maine.edu).

Vzniklé krat$i fragmenty fetézcli mohou byt Stépeny enzymem xylosidazou, ktery
pusobi stejn¢ jako endoxylanaza, ale jen na kratSich fragmentech. Pro degradaci
arabinoxylanu u jehli¢natych stromli je potfeba enzym o-arabinosiddza. Degradace
glukomanant probihd podobné. V prvnim kroku plsobi endomanandza a dale acetylmanan
esteraza, ktery odstraniuje acetylové skupiny z bo¢niho fetézce. Enzym a-galaktosidaza
odstépuje z boc¢niho fetézce galaktézu. Oligosacharidy jsou Stépeny B-manosidazou a [3-

glukosidazou (Kirk a Cullen, 1998).
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Lignin je dalsi vyznamnou komponentou lignocelul6zového komplexu (Obr. 7a). Je to
rozvétveny, aromaticky polymer slozeny z fenylpropanovych derivati: konyferylalkoholt, p-

kumarylalkoholt a sinapylalkoholu (Pérez et al., 2002).
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Obrdazek 7a:  Schématicky vzorec Obrdazek 7b: Podjednotky ligninu. 1.
molekuly ligninu  (pfevzato z konyferylalkohol, 2. p-kumarylalkohol
http://www.ibwf.de). 3. sinapylalkohol

Podjednotky ligninu jsou spojené C-C a C-O-C vazbami (Obr. 7b). Uginné ligninolytické
enzymy nejsou hydrolytického, ale oxidativniho charakteru a patii do skupiny oxidoreduktaz

(Kirk a Cullen, 1998).

Jednd se o peroxiddzy, oxidazy a enzymy produkujici vodik. Patifi sem ligninova
peroxidaza (LiP), manganova peroxiddza (MnP) a verzatilni peroxidaza (VP). Ty vyuZivaji
jako kofaktor extracelularni HoO,. Dal§im enzymem je ligninolyticka oxidaza (lakéza), ktera
oxiduje svlj substrat (lignin) pfimo (Tien a Kirk, 1983). Rozklad ligninu je rozSifen
predevsim mezi bazidiomycety (Tuomela et al., 2000).

V dnesni dobé je technicky mozné méfit aktivitu téchto extraceluldrnich enzymi a timto

zpisobem kvantifikovat procesy, které se podileji na degradaci rostlinné biomasy a posléze

kolob&hu a mobilizaci Zivin, v¢etné N, P a S (Baldrian, 2009a).

Neékteré enzymy jsou produkovany Sirokym spektrem ptidnich mikroorganismt. Jiné, jako
naptiklad vySe uvedené ligninolytické peroxiddzy, mohou indikovat pfitomnost specifickych

mikrobidlnich taxont (Baldrian, 2009a).
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2.5.3 Dekompozic¢ni schopnosti saprotrofnich hub

Fosilni nalezy a udaje molekularni biologie potvrzuji, ze hlavnich skupiny saprotofnich
hub (odd€leni Basidiomycota, né&které Ascomycota a Zygomycota) pochazeji
z Glomeromycot. Z hlediska jejich Zzivotni strategie je pro kolonizaci pidniho prostiedi
a schopnost penetrace tkani cévnatych rostlin vyhodny a pro tyto zastupce také typicky
vlaknity rust. (Berbee a Taylor, 1993; Selosse a Le Tacon, 1998). Obecné se jedna o druhy
s ruderalnimi vlastnostmi. Produkuji velkého mnozstvi spor, jsou schopné rychlého ristu pro
rychlé obsazeni substratu, ktery kolonizuji. Také jsou schopné vyuzit relativné jednoduché
uhlikaté slouceniny (Newsham et al., 1995) zabudované V lignocelulézovém komplexu,
ve kterém celuldza a hemiceluloza predstavuji hlavni zdroj energie. Tyto polysacharidy jsou
vSak v rostlinnych tkénich zabudovany s jen obtizné rozlozitelnym ligninem, a aby byl
zajistén pristup k témto polysacharidiim, je potieba také degradace ligninu (viz 2.5.2. Enzymy

hub podilejici se na degradaci rostlinné biomasy).

Dekompozi¢ni schopnosti saprotrofnich hub jsou dany Gi¢innym enzymatickym systémem
ligninolytickych bazidiomycet (Kirk a Farrel, 1987) a saprotrofnich zastupci Xylariaceae
z odd¢leni Ascomycota (Worrall et al., 1997).

Schopnost produkce enzym, které se ucastni dekompozi¢nich procest lignocelul6zového
komplexu, je determinovana ekofyziologickymi vlastnostmi a taxonomickym zatazenim hub

(Eichlerova et al., 2015).

Zda se, ze tada genil je v genomech hub obecné rozsifena a Ze riznad enzymaticka aktivita
je dana rozdilnosti v expresi genil na stejném substratu (Baldrian, 2006; Baldrian a Valaskova,
2008). Také pritomnost nékolika gent, kodujicich enzymy stejné funkce, v jednom genomu
je velmi rozsifena. Rozdily mezi houbami jsou proto obvykle spise na trovni aktivity enzymu

nez jejich ptitomnost ¢i nepfitomnost (Eichlerova et al., 2015).

Zastupci saprotrofnich hub spadaji pfevdazné do oddéleni Basidiomycota, Ascomycota
a také pododdeleni Mucoromycotina a Mortierellomycotina. Obecné je u téchto saprotrofil
detekovéana aktivita kyselé fosfatazy, B-glukosidazy a N-acetylglukosamidazy. Jiné enzymy,
jako hemiceluldza a lak4za v takové mife zaznamendny nejsou. Nejvyssi aktivitu veskerych
enzymu, s vyjimkou alkalické fosfatazy, a-glukosidazy, a-mannosidazy, a-fukosidazy, N-
acetylglukosamidazy zpravidla vykazuj zastupci hub z oddé€leni Basidiomycota (Eichlerova et

al., 2015).
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Houby s dekompozi¢nimi vlastnostmi lze d¢lit na zakladé schopnosti rozkladu
jednotlivych slozek rostlinné biomasy a produkce extracelularnich enzymt. Basidiomycety,
které predstavuji dominantni ¢ast saprotrofnich zéastupct, obecné spadaji do skupiny
celulolytickych hub, které zpusobuji hnédou hnilobu (brown rot — BR; Eichlerova et al.,
2015). Jedna se o houby degradujici celulozu a produkujici extracelularni glykosidické
hydrolazy (pfedevsim hemicelulazy, 1,4-B-endoglukandzy) a jsou schopné zputsobit rychlou
depolymeraci celulozy. Také u nich byla zaznamendna produkce Fe-reduktaz, chinon
reduktdz a strukturné odlisné oxidazy podilejici se na extracelularni tvorbé F ¢’ a H,0, prave
v souladu s Fentovou reakci, pfi které dochazi ke vzniku hydroxylovych radikal. Jedna se
0 vysoce reaktivni oxidacni Cinidla, ktera jsou schopna depolymerizovat celulézu. Houby
hnédé hniloby se pravdépodobné vyvinuly z hub zplsobujicich bilou hnilobu (white rot -
WR), které jsou schopné rozkladat nejen celuldzy a hemiceluldzy, ale také lignin (Martinez et
al., 2009). Houby bilé hniloby degraduji lignin az na CO; a H20, na rozdil od hub hnédé
hniloby, které jsou schopné lignin jen ¢astecné modifikovat (Niemenmaa et al., 2007). Da se
fici, ze houby bilé hniloby jsou znac¢né zavisle na svych extracelularnich oxidacnich

enzymech, peroxidazach a lakazach (Baldrian a Valaskova, 2008).

Daéle se také saprotrofni houby ucastni rozkladu lignocelul6zového materidlu obsazeného
v opadu (litter decomposing fungi, LDF), kde je zajistén rozklad biomasy diky vysoké
produkci hemiceluldz, podobné jako u hub bilé hniloby a saprotrofnich ascomycet (Eichlerova

etal., 2015).

Saprotrofni ligninolytické houby fazené do oddéleni Basidiomycota mivaji v porovnani
se saprotrofy z oddéleni Ascomycota siln€jSi degradacni schopnosti zejména B-glukuronidaz
a f-galaktosidaz (Steffen et al., 2007; Valaskova et al., 2007). Vyznam bazidiomykot, jako
silnych saprotofi potvrzuji i mnohé studie, ve kterych byla prokazéana rychlejsi ztrata hmoty
pravé v dusledku plsobeni bazidiomykot oproti askomykotim (Osono a Takeda, 2002).
Rozdily mohou byt vysvétleny pfitomnosti ligninolytickych peroxidaz (Li-peroxiddza, Mn-
peroxiddza a obecné peroxidazy) u bazidiomykota a jejich nepfitomnost u askomycota

(Martinez et al., 2005).

V genomech saprotrofnich hub byly objeveny geny kodujici extracelularni enzymy
Ucastnici se degradace rostlinné biomasy, avSak pfitomnost ¢i nepfitomnost urcit¢ho genu
neni vzdy spolehlivym ukazatelem metabolického potencidlu daného druhu houby

(Eichlerova et al., 2015).
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2.5.4 Dekompozi¢ni schopnost ektomykorhiznich hub

I pies to, ze ECM houby jsou obecné¢ povazovany za organismy, které jsou zavislé
na ptijmu uhliku od svych hostitelskych rostlin, tak otazka tykajici se jejich potencialu
ziskavat uhlik pfimo z pidniho prostiedi byla opakované predmétem studii (Norkrans, 1950).
Stale existuji studie, kde se autofi zabyvaji diikkazy tykajici se saprotrofniho zptisobu zivota

ECM hub (Courty et al., 2007; Cullings et al., 2008).

Teorie tykajici se ECM hub a jejich potencionéalniho saprotrofniho zplisobu Zivota jsou
zalozené predev§im na zvySeni enzymatické aktivity béhem obdobi, kdy je nizky ptidél
fotosyntatii ze strany hostitelskych rostlin a uzce souvisi s otazkou, kterd se tyka vyznamu
ECM hub na kolob&h uhliku v ekosystému. Existuji vSak teorie, které jejich saprotrofni
vlastnosti z ¢asti neguji a kde jejich vyznam ohledné zisku uhliku se zda byt v hlubsich
horizontech spiSe nevyhodny ptfedevSsim zpohledu nizkého energetického zisku. Déle
je poukazovano na to, Ze schopnost téchto organismi produkovat celulolytické
a ligninolytické enzymy je v porovnani se saprotrofnimi zastupci vyrazné niz$i, coz bylo také
potvrzeno nizkou abundanci odpovidajicich genii v sekvenovanych genomech ECM hub
Laccaria bicolor, Amanita bisporigenees ve srovnani se saprotrofnimi zastupci (Baldrian,
2009b). V souvislosti s tim jsou dikazy o saprotrofnim pivodu ECM hub, které ztratily
genetickou schopnost degradace organického materialu v prubéhu evoluce (Plett a Martin,
2011). Nekteifi ECM zastupci se chovaji vyhradné jako symbionti, jini maji spiSe saprotrofni
zpusob ziskavani zivin, kdy C a N ziskavaji predev§im z mrtvé biomasy rostlin. Mira, jakym
zpusobem houba ziskdva ziviny z mrtvé biomasy nebo od hostitelské rostliny je druhové
specificka (Zeller et al., 2007). Mnoho ECM hub produkuje extracelularni enzymy
oxidacniho a celulolytického charakteru. (Bending a Read, 1995). Mnohé studie také odhalily
produkci lakazy, B-glukosidazy, celobiohydrolazy (Courty et al., 2005; 2006; Buée et al.,
2007) a z kofenovych $pi¢ek ECM byla detekovana i aktivita enzymu fosfataza (Jentschkeho
et al, 2001). Pasobenim tohoto enzymu jsou do pudniho prostfedi uvoliovany
orthofosfore¢nanové ionty, piedstavujici jedinou moznou formu P, kterou jsou rostliny

a mikroorganismy schopné piijmout (Rao et al., 1996).

Zvyseni enzymatické aktivity ze strany ECM hub bylo zaznamenano napt. po defoliaci
a tedy snizeni schopnosti fotosyntézy hostitelské rostliny. Aktivita byla méifena u ECM $picek
a bylo zaznamendno uvolnéni monosacharidii a oxidace fenold. Proto se zda, ze ptidél

asimilovaného uhliku ECM houbam maé vliv na aktivitu jejich extracelularnich enzymd.
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Ve studii Courty et al., (2007) byla pfi snizeni fotosyntetické aktivity zaznamenana zvySena
aktivita enzymt glukuroniddzy, celobiohydrolazy, p-glukosiddzy a lakazy. Aktivita
pro enzym fosfatazu vsak zaznamenana nebyla (Buée et al., 2005; Mosca et al., 2007).

Dalsi hypotézy, souvisejici se snizenim toku asimilat a nartstem enzymatické aktivity, se
tykaji indukce autolytickych procesi v ECM houbovém myceliu, piipadné utoku
na odumirajici hostitelskou tkan pro moznost ut€ku z umirajiciho kofene. Tak mohou

symbioticti ECM zastupci vyhledavat nového hostitele (Balrian, 2009b).

Studie Courty et al., (2007) a Cullings et al., (2008) poukazuji na zvySené hladiny
extracelularnich enzymi B-glukosidazy a celobiohydrolazy produkovanych zastupci ECM
I v piipadé neomezené dodavky fotosyntatii. Produkce téchto enzymi ECM houbami miize
byt disledkem piitomnosti vzacnych substrati vyskytujicich se v blizkosti kotfene.
Tim je zajistén jejich rozklad a nasledny ptijem houbami (Baldrian a Valaskova, 2008). Proto
se také zda, ze houby jsou schopny rizné exprese genil pro enzymy v riznych castech
mycelia (Baldrian, 2009b). Napf. za normalnich podminek, kdy ECM ma zajistény piijem
uhliku od svého hostitele, je pfijem P zajiStovan vyhradné mimokofenovym myceliem.
Naopak Vv piipadé¢ infekce hostitelské tkané rostlin dochazelo k nartstu aktivity B-glukosidazy
(Krause a Kothe, 2006), kterou jsou schopné produkovat mnohé¢ ECM houby (Baldrian
a Valaskova, 2008). Pro n¢které ECM - Russula spp, Xerocomus spp a Lactarius spp (Luis
et al., 2005) byla zaznamenana produkce i ligninolytického enzymu lakaza. AvSak produkce

Mn-peroxidaza a Li-peroxidaza zaznamenana nebyla (Baldrian, 2006).

Vzhledem k tomu, Zze pfitomnost mykorhiznich hub je vice charakteristickd pro hlubsi
horizonty nez pro saprotrofni houby, tak pfitomnost téchto enzymt v hlubsich horizontech

miize byt &asteéné dana pravé aktivitou ECM hub (Snajdr et al., 2008b).
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2.6 Pida a kofen po ukonéeni toku asimilati

Kofeny dievin uvolnuji do svého bezprostiedniho okoli kotfenové exsudaty obsahujici
asimilovany uhlik, ktery je dodavan pidnim mikroorganismim (Courty et al., 2010a). Jedna
se predevsim o ECM houby, které piedstavuji az 1/3 z celkové mikrobialni komunity
(Hogberg a Hogberg, 2002). V ptipadé odumirani stromu dochazi ke snizeni toku téchto
asimilati a dochdzi tak k ubytku ptivodné snadno dostupného uhliku. Ten je stale pfitomen,

vvvvv

predstavuji pfedev§im mrtvé koteny rostlin (Mosca et al., 2007).

V hlubsich pidnich horizontech se vyskytuji pfedev§im ECM houby, zatimco saprotrofni
zastupcei jsou zde méné konkurence schopni a dominuji ve svrchnich vrstvach a opadu
(Lindahl et al., 2007). Nasledn¢ dochazi k degradaci rostlinné biomasy. Tento proces
je katalyzovan enzymy s riiznou aktivitou, ktera stoupa v dusledku snizeni dodavky asimilatt
ze strany hostitelské rostliny. Enzymy jsou produkovény jak ECM, tak saprotrofnimi druhy
(Baldrian, 2009b)

Zastupci ECM hub produkuji pomérné Sirokou skalu enzymt. Diky tomu jsou celkem
variabilni skupinou pidnich mikroorganismu, které jsou schopné se rychle pfizplisobovat
ménicim se podminkam (Talbot et al., 2008). Je mozné, Zze ECM zastupci zahajuji degradacni
procesy odumirajicich kofent, kdy vlivem svych enzymu rozklddaji polymery rostlinné
biomasy a ziskané ziviny, které dale vyuzivaji pro rast svého extramatrikdlniho mycelia
s cilem nalézt nového hostitele. Tento model koreluje se zaznamenanym nartstem aktivity

enzymu fosfataza (Cullings et al., 2008).

U abundantn¢ zastoupenych ECM hub asociovanych s kofeny dievin byla detekovana
aktivita enzymu a byla potvrzena schopnosti degradace rostlinnych polymeri (Mosca et al.,
2007). K t¢émto ECM houbam patii Russula, Tomentella, Xerocomus a v hlubsich horizontech
Cenococcum, u kterych byla detekovana aktivita enzymu B-xylosidaza, p-glukuronidaza, B-
glukosidaza, N-acetyl-glukosamidaza. U vySe zminénych druhd byla také zaznamenana
aktivity pro enzym lakaza s vyjimkou ECM zastupce Tomentella (Courty et al., 2010b).
U ECM zastupcti Russula spp., Xerocomus spp. a Lactarius spp. byla zaznamenana aktivita
pro enzym degradujici lignin (Luis et al., 2005). Pii rozkladu byla také detekovana aktivita
enzymu, které jsou typické pro saprotrofni zéastupce. Enzymy celobiohydrolaza,
glukuronidaza a xylosidaza, které se ucastni degradace celulézy a hemicelulozy BS rostlin

(Mosca et al., 2007). Po ukonceni toku asimilati dochazi v pidnim prostiedi k narGstu
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enzymatické aktivity enzymi a-glukosidazy, B-glukosidazy, B-xylosidazy, které se ucastni
degradace rostlinné biomasy a déle fosfatdzy a NAGdzy. Ke snizeni aktivity téchto enzymi
dochazi az po 3 letech po ukonceni toku asimildtu a to az na 20 — 50 % z ptvodni
enzymatické aktivity. Enzymy endoceluldza, endoxylanaza, lakdza a Mn-peroxidaza, potfebné
po ukonceni toku asimilati. Byl zaznamenan ubytek pivodné dominantné zastoupenych

Basidiomycot a nartst zastupcti z oddéleni Ascomycot a Mortierelomycotina (Stursova et al.,
2014).

Pochopeni Casoprostorové dynamiky jakym zpiisobem saprotrofni a mykorhizni zéastupci
spolu interaguji v dekompozi¢nich a tedy recyklac¢nich procesech C a zivin v ptidé a opadu

je stale do jisté miry omezeno (Lindahl et al., 2007).
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3 Cile prace

Cilem diplomové prace bylo porovnat slozeni spoleenstva hub v kofenech, rhizosféie
a okolni pud¢ smrku ztepilého (Picea abies) jednak v zivém porostu, jednak v riznych
casovych intervalech po ukonceni toku uhliku v disledku vykaceni porostu. Dale byla
sledovdna biomasa hub a aktivity extracelularnich enzymi a jeji zmény v pfisluSnych

kompartmentech.

Dalsim cilem bylo charakterizovat abundantné se vyskytujici zastupce v koifenech,
rhizosféte a okolni piid€ a popsat jejich postupny vyvojovy trend po ukonceni toku asimilati
aizolovat a charakterizovat dominantné se vyskytujici saprotrofni houby v kofenech smrku
ztepilého, které je mozné izolovat a kultivovat v Cistych kulturach. U téchto hub byla

na zaklad¢ detekce enzymu posouzena jejich uloha v rozkladu kotfentl.
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4 Material a metodika

4.1 Studovana lokalita

Pro odbér vzorkt byl vybran Skolni lesni podnik Masaryktv les Kitiny, ktery byl zalozen
vroce 1923 a predstavuje Ucelové zafizeni Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity
v Brné. SLP se nachazi severné od Brna a zahrnuje komplex vice nez 10 000 ha smiSeného
lesa. Primérné rocni teploty se pohybuji kolem 7,5 °C, thrn srazek za rok ¢inni 520 az 680
mm (Kantor et al.,, 2002). Mistem odbéru byl porost smrku ztepilého (Picea abies)
s ojedinélymi buky do 10 let véku, nachazejicich se mezi Jedovnici a Kitinami (GPS
soufadnice 49.3197664N, 16.7480700E; Obr. 8).

Lazanky
/ Kotvrdovice 7o
o 379

Rudice

\ Jedovnice

Olomutany ?

Habravka

N Krtiny. Bukovina Bukovinka

\
\ Babice
nad Svitavou Lhotky
UTECHOV \
ORESIN \ Brezina
7
] Kanice
N
\ Ochoz
u Brna
SCIE0BICE 240 | 383} 383
— = ‘ Ricmanice =
CSenan e Bilovice \(\\

Obrdzek 8: Misto odbéru — Kitiny — hajovna Na lukach (http://mapy.cz).
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4.2 Predstaveni experimentu

Prvni experiment

Pifedmétem prace bylo porovnat sloZeni spoleenstva hub v kofeni (K) a v rhizosféte (R)
smrku ztepilého (Picea abies) a v jeho okolni pudé (B - bulk soil). Dale po ukon¢eni toku
asimilati (pokaceni stromt)) popsat zmeény spoleCenstva hub ve vySe zminénych

kompartmentech. Vzorky byly odebirany v obdobi duben 2013 az ¢erven 2014.

Po kazdém odbéru byly K, R a B od sebe oddéleny a lyofilizovany. Nasledné¢ byla
izolovana DNA hub a bylo provedeno sekvenovani na platformé Illumina MiSeq. Stanoveni
houbové biomasy probéhlo na zakladé meéfeni obsahu ergosterolu, stanoveni aktivity
extracelularnich enzymt bylo provedeno spektrofotometricky. U vybranych vzorkti bylo

stanoveno pH a obsah C a N.

Druhy experiment

U pokacenych stroml byly odebrany kotfeny pro izolaci Cistych kmend hub a jejich
charakterizaci. Izolaty byly identifikovany na zakladé sekvenace DNA a byla stanovena
aktivita vybranych extracelularnich enzymi. Odbéry vzorkl pro tento experiment byly
provedeny dva (listopad 2013 a bfezen 2014), tedy 5 mésicti a 9 mésicii po ukonceni toku

asimilatq.

4.3 Odbér vzorku

Prvni experiment

V dubnu 2013 bylo vybrano 10 stromd, které byly oznaceny blizko baze. Fotografickou
dokumentaci a zakreslenim do mapky tak, aby bylo pozdé&ji mozné identifikovat vybrané
stromy i po jejich pokaceni (Obr. 9, 10). Okolo stfedu kmene stromu nebo patezu bylo pii
kazdém odbéru vymezeno mezikruzi o poloméru 2 — 2,5 m. V ramci mezikruZzi bylo odebrano
vzdy 5 trubic (pramér 4,5 cm, délka 25 cm), které tvofily spole¢ny vzorek pro kazdy strom.
Vzorky byly odebrany z vrchnich 10 cm putadniho profilu (bez opadu). Material
z kompozitniho vzorku byl rozdélen na jemné kotfeny smrku (< 2 mm), jejich rhizosféru a

okolni ptidu nésledné:
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Smésny vzorek byl preset pfes Smm sito. V pribéhu tohoto piesévani byly vybirany
koteny. Presetim byl ziskan vzorek pudy (B). Vybrané kofeny stromu byly mechanicky
ocistény a oklepany od zbylé pudy, kterd ptredstavovala rhizosféru (R). Nasledovalo promyti
kotent v dH,0 a jejich nastiihani na cca 0,5 cm (K). Takto pfipravené vzorky byly umistény
do predvazenych sterilnich 50ml zkumavek, ve kterych byly zvdzZeny, zamrazeny v -80 °C
a lyofilizovany. Po lyofilizaci byly vzorky opét zvazeny a byla stanovena jejich sucha

hmotnost. Na zaklad¢ ziskanych dat byla vypoc¢itana rychlost rozkladu.

Po kazdém odbéru (Tab. 2a) bylo ziskano 30 vzorku (10x K, 10x R, 10x B). Odbéru pro

prvni experiment Se uskute¢nilo celkem 7 a bylo zpracovano 210 vzorkii.

Obrdzek 9: Duben 2013 — pted pokacenim Obrdazek 10: Listopad 2013 — po pokaceni
stromil stromt

Tabulka 2a: Terminy odbéru vzorka.

Odbér Datum odbéru Doba po pokaceni/mésic

1. Duben 2013 -
Kvéten 2013

Cerven 2013 - pokaceni stromd
Cervenec 2013

Srpen 2013

Listopad 2013

Prosinec 2013

Cerven 2014 12

N

DN || O

ol SRR R o
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Druhy experiment

Pro kultivaci hub z kofenti byly provedeny dva odbéry (Tab. 2b). U vybranych,
oznacenych stroml (pafezll) odebrany 3 trubice v ramci mezikruzi o poloméru 1,5 — 2 m.
Z odebrané pudy byly nasledné¢ vybrané kofeny (< 2 mm) omyty kkH,O. Nasledovala

kultivace a izolace Cistych kment hub.

Tabulka 2b: Terminy odbéru vzorku.

Odbér Datum odbéru Doba po pokaceni/mésic
. Listopad 2013 5
2. Biezen 2014 9

4.4  Prvni experiment: lzolace celkové DNA z korenii, rhizosféry a okolni
pudy

Extrakce a purifikace DNA piedstavuje kriticky krok pro jeji vysoky vynos a naslednou
kvalitu vysledki ohledné¢ mikrobidlni rozmanitosti. S ohledem Kk vysokému obsahu
huminovych kyselin v ptidnim prostiedi (Sagova-Mareckova et al., 2008), byla pro izolaci
houbové DNA z ptudy pouZita jind metoda neZ pro izolaci kotenl tak, aby vytézek DNA ze
vSech vzorkl byl dostatecny. Izolace pro kazdy vzorek probchla dvakrat nezavisle na sobé,

poté byla precisténa.

4.4.1 lzolace DNA z kofenu

Genomova DNA z kotinki o navazce 0,15 g byla izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, SRN). Metoda je zalozen na purifikaci DNA pomoci specialnich mikro-kolonek,
které v prvnim kroku zachycuji proteiny, polysacharidy a necistoty. Na druhé kolon¢ dochazi
k zachyceni DNA). Pfed samotnou izolaci byly lyofilizované vzorky rozruseny pouzitim
tekutého N a drcenim v porcelanovém hmozdifi tlouckem. Dale se postupovalo dle protokolu

dodavatele.
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4.4.2 1zolace houbové DNA z rhizosféry a okolni pudy

Pro izolaci houbové DNA z rhizosféry a pudy byla pouzita modifikovana metoda SV
popsana autory V praci Sagova-Mareckova et al., 2008. Do sterilni mikrozkumavky se
sklenénymi kulickami (0,25 g kuli¢ek s primérem 0,1 mm a 0,25 g kulicek s primérem 0,5
mm) bylo pfidano 0,25 g lyofilizovaného vzorku. Déle bylo ptidano 800 pl extrakéniho pufru
(50mM NaH,PO4 (pH 8), 50mM NaCl, 500mM Tris-HCI (pH 8) a 5% SDS), 200 ul fenolu
(pH 8) a200 pul chloroform-izoamylalkoholu (pomér 24:1). Homogenizace smési byla
provedena na FastPrepu (MP Biomedicals, USA) v horizontalni poloze 3x20 s. Nasledovala
centrifugace 3 min pii 12 200 g. Supernatant byl odebran do cCisté 1,5ml mikrozkumavky a byl
k nému piidan fenol (0,5 objemu supernatantu) a chloroformu/izoamylalkoholu (0,5 objemu
supernatantu). Smés byla protiepana, sto¢ena 5 min pii 6000 g a supernatant znovu
ptepipetovan do nové 1,5ml mikrozkumavky. Dale byl pfidan chloroform/izoamylalkohol (1
objem supernatantu) a smés byla znovu diikladné protiepana a sto¢ena 5 min pii 6000 g.
Nasledovalo odebrani supernatantu do 2ml mikrozkumavek a pitidani 6M NaCl (1/3 objemu
supernatantu) a 10% CTAB v 0,7M NaCl (1/10 objemu supernatantu). Smés byla promichana
na vortexu a inkubovana 30 min pfi 65 °C na termoblocku. Po ochlazeni smési byl pfidan
chloroform/izoamylalkohol (1 objem supernatantu) a nasledovala centrifugace 20 min pfi
3400 g. Vzorek byl piepipetovan do novych 1,5ml mikrozkumavek, kde doslo k vysrazeni
smési izopropanolen (0,6 objemu supernatantu) a 3M octanem sodnym pH 4,8 (0,1 objemu
supernatantu). Srazeni smési probihalo 30 minut i déle a vzorky byly dale sto¢eny 20 min pii
12 200 g. Vznikly supernatantu byl odstranén a sediment promyt v 200 ul 70% EtOH.
Nasledovala centrifugace 20 min pfi 12200 g a odstranéni supernatantu, dale vysuSeni
sedimentu v piistroji DNA SpeedVac (Savant, Holbrook) a poté jeho rozpusténi v 50 pl
sterilni dd H,0.

4.4.3 Preclisténi izolované DNA z koient, rhizosféry a okolni pidy

Izolovand DNA byla pteciStovana pomoci GeneClean Turbo Kit. Pfed vlastni purifikaci
byl ptidan 1M HEPES/ 1M CaCl; (pH 7). Tato smés byla inkubovana po dobu 5 minut. Dalsi
postup byl proveden dle protokolu vyrobce a koncentrace izolované DNA byla zmétena na

NanoDrop 1000 Spectrophotometr (Thermo Scientific, USA).
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4.5 Prvni experiment: ldentifikace hub pomoci PCR a NGS sekvenovani

Pro identifikaci hub z izolované a pie¢isténé DNA byla provedena PCR a analyza

sekvenci pomoci sekvenovani nové generace.

ITS (International transcribed spacer) ptfedstavuje dostate¢né variabilni oblast sekvence
pro rozliSeni druhu a zaroven sousedi s Vysoce konzervovanymi oblastmi ribozomalnich
podjednotek, které jsou nezbytné pro nasednuti primeri pii amplifikaci DNA. K identifikaci
hub slouzi oblast ITS2 v rDNA (Obr. 11).

ITS 1 ITS 2
r A 3\ r A A\
|10 185 5.85 28'S 0|

Obrazek 11: Pozice ITS1, I1TS4 a gITS7 v houbové rDNA. Podjednotky vyuzivané k
identifikaci hub jsou oddélené mezernikem (pfevzato z http://gatc-biotech.com).

Pomoci NGS sekvenovani, tzv. nové generace (,,New Generation Sequencing®) jsme
provedli analyzu sekvenci. Hlavni rozdil od klasické Sangerovské metody spo¢iva v moznosti
sekvenovat velké mnozstvi amplikond V jednom strojovém béhu zaroven. Vyhodou je i
presnéjsi syntéza (diky reverzibilnim terminatorim zabudovanym do dNTPs, které zabranuji

inkorporaci vice nukleotidl v jednom cyklu) a celkové nizsi finan¢ni naklady.

45.1 PCR amplifikace oblasti ITS2

Pro pomnozeni byly pouzity primery gITS7 (5-GTGAATCATCGAATCTTTG-3';
Ihmark et al., 2012) a ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"; White et al., 1990).
Jeden z primerG pro ITS4 oblast obsahoval 10 bazi dlouhy nukleotidovy ptesah. Tyto
sekvence byly pro kazdy vzorek specifické a slouzily k rozliSeni vzorkli po sekvenaci na

platformé Illumina MiSeq.
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Slozeni reak¢ni smési pro amplifikace DNA pomoci PCR, ktera probihala v triplikatech:

= 2,5 ul 10x fedéného pufru pro DyNAzym Il DNA Polymeraza
= 1,5 ul BSA 10 mg/ml

= 0,5 ul PRC Nucleotide Mix (10mM)

= ] ul primer gITS7 (10 pmol/ul)

= | pl primer ITS4 s identifika¢ni sekvenci (10 pmol/pl)

= 0,75 ul 4% Pfu polymerazy v DyNAzyme Il DNA Polymeraza
= ] ul templatova DNA (koncentrace do 100 ng/ul)

=  Doplnéné do 25 ul H,O

Amplifika¢ni program PCR:

94 °C, 5min

35x (94 °C 30s denaturace, 56 °C 30s nasazeni primerd, 72 °C 30s elongace)
72 °C Tmin

4 °C hold

Uspé&snost amplifikace byla ovéfovana pomoci gelové elektroforézy na 1,5% agardzovém
gelu (agaroza + roztok TAE pufr) s 4 pl EtBr (ethidium bromid). Jako velikostni marker byl
pouzit O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. 3ul z kazdého vzorku byly smichdny s DNA
Loading Dye. Separace fragmenti DNA probihala 25 — 30 min pti 90 V a 500 W a k jejich

vizualizaci byl pouzit UV transiluminator.

45.2 Priprava DNA knihovny a sekvenace

Triplikaty PCR produkti byly slouCeny a zakoncentrovany kitem Min Elute Purification
Kit (Qiagen, USA). Jejich koncentrace byla zméfena na fluorometru Qubit (Invitrogen,
Rakousko). Poté byly piipraveny knihovny DNA. Jedna knihovna obsahovala 48 vzorkt o
koncentraci 1000 ng celkové DNA. Vzorky byly smichany v ekvimolarnim poméru.

Pied vlastni sekvenaci na platformé Illumina, kdy dochazi nejprve ktzv. mustkové
amplifikaci a poté k vlastni sekvenaci (tzv. sekvenace syntézou), bylo potieba zajistit
pritomnost adaptorti na koncich molekuly DNA. K ligaci adaptorti byl pouzit kit TruSeq®
DNA PCR-Free LT Kit (Illumina, USA).
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V prvnim kroku dochazi k zatupeni konct DNA za pomoci enzymového mixu s 3" — 57
exonukleazovou a 5" — 3’ polymerazovou aktivitou. Pomoci kitu Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter, USA) byly odstranény kratké fragmenty DNA. Dal§im krokem byla na 5’-
konec piipojena fosfatova skupina a na 3" konec adeninovy piesah. V poslednim kroku doslo
k naligovani adaptoru na 3’ konec. Adaptor obsahoval tii T, kompatibilni k A presahu.
Pomoci kvantitativni PCR (qPCR) bylo ovéfeno uspésné naligovani adaptort. Byl pouzit
komer¢né dostupny kit KAPA Library Quantification Kit for Illumina sequencing platforms
(Mumina, USA). Takto jsme piipravili tzv. sekvena¢ni knihovny, které byly sekvenovany

V pfistroji MiSeq Illumina.

Denaturované knihovny, tedy useky ssDNA (jednofetézcova DNA — ,single strand
DNA®) jsou v piistroji imobilizovany na desticce (tzv. ,flow cell): na povrchu této
sekvenacni desticky se nachdzeji kratké fetézce oligonukleotidi, které jsou komplementarni
k sekvenci naligovanych adaptort. Po hybridizaci druhého, volného, konce molekuly ssDNA
s adaptorem vznika mustek (,,bridge*). Nasleduje tzv. mtstkova amplifikace (,,bridge PCR”),
kdy dochazi k dosyntetizovani druhého vlakna. Kratké oligonukleotidy slouzi jako primery.
Mistkova amplifikace se na desti¢ce nékolikrat opakuje a tak se utvaieji klastry obsahujici az
1000 kopii ptivodni molekuly ssDNA. Téchto klastri muze byt na desti¢ce pritomno az
milioén. Poté dochazi k vlastni sekvenaci — dosyntetizovani druhého vlakna DNA za vyuziti
fluorescenéné znacenych nukleotidd s navazanym reverzibilnim terminatorem. V kazdém
cyklu se inkorporuje vzdy jeden znaceny nukleotid, pomoci laseru a kamery je detekovéana
jeho fluorescence (kazdy nukleotid ma jiny fluorofor; kazdy klastr inkorporuje stejny
nukleotid a tim je signal z klastru amplifikovan). Po dektekci signalu je Syntézu blokujici
terminator enzymaticky odStépen a miize dojit k dalSimu cyklu (inkorporaci al§iho nukleotidu;

Quail et al., 2012). Schéma sekvenace viz Obr. 12.

Vlastni sekvenovani probehlo v externi laboratoti (Spole¢nost GeneTiCA s.r.o0., Olomouc).

45.3 Bioinformatické zpracovani sekvenci — sekvenace MiSeq

Z ptekryvajicich se konct stejného fragmentu DNA byla za pomoci technologie paired-
end sequencing sestavena vyslednid sekvence. Byla vyextrahovana oblast ITS2 a parové
sekvence byly pfes vzajemny piekryv spojeny do jedné. Sekvence byly analyzovany
v programu SEED v souladu s doporuc¢enou metodikou (Vétrovsky a Baldrian, 2013). Konce
byly sparovany a chimerické sekvence odstranény programem UCHIME (Edgar, 2010).
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Na zaklad€ 97% podobnosti byly sekvence programem UPARSE sdruzeny do klastri (Edgar
2010). Globalni alignment (uspofadani) sekvenci prob&hl v programu MAFFT64 (Katoh et
al., 2009). V dalsim kroku se pro kazdy klastr vytvorila konsenzualni sekvence, které¢ byly
seskupeny do kone¢nych klastrii. Jednalo se o troven vzajemné podobnosti sekvenci na
urovni druhu a byly tak ziskany tzv. molekuldrni druhy — operac¢ni taxonomické jednotky
(OTU). Tyto operacni taxonomické jednotky byly nasledn¢ identifikovany pouzitim algoritmu
BLASTRn proti nukleotidové databazi UNITE (Koljalg et al., 2005) a GenBank (Benson et al.,
2009).

dsDNA

attach adapters to l—
lcreate sequencing library ¢

cluster generation by
solid phase PCR
(bridge amplification)

sequencing by synthesis with reversible terminators

ii
_>§_’§ .

o0 _, ..

Obrazek 12: Schéma sekvence na platformé Illumina MiSeq. Po pfipravé sekvenacni knihovny
dochazi k mustkové amplifikaci fragmentd DNA. Poté, pfi vlastni sekvenaci, dochazi vzdy
v jednom cyklu k inkorporaci fluorescenéné znac¢eného nukleotidu, jeho detekci a naslednému
odstranéni reverzibilniho terminatoru. Poté probiha dalsi cyklus.

42



4.6 Prvni experiment: Stanoveni enzymatické aktivity

Ke 250 mg lyofilizovaného vzorku bylo pfidano 12 ml acetatového pufru a vzorek byl
extrahovan po dobu 2 hodin pii 4 °C na orbitalni tfepacce. Po prefiltrovani extrakti byla
mozna jejich analyza. Byla stanovena aktivita pro endoceluldzy, endoxylulazy a lakazy
(viz kapitola 4.4.4. Stanoveni enzymatické aktivity u vybranych extracelularnich

degradacnich enzymt). Déle byla stanovena aktivita MnP a vybrané hydrolazy.

Enzym MnP katalyzuje oxidativni kondenzaci latek MBTH a DMAB. Reakce probiha
V sukcinat-laktaitovém pufru (100mM, pH 4,5). Vzniklé zabarveni je detekovano
spektrofotometricky pti 595 nm (Ngo a Lenhoff 1980). Dle aktivity vzorku s ekvimolarnim
mnozstvim EDTA, ktery nahrazoval ionty MnSOy, byly vysledky dale upravovany.

Z hydrolytickych enzymii byla stanovena aktivita B-glukosiddzy, celobiohydrolazy, B-
xylosidazy, N-acetylglukosaminidazy (chitindzy), B-glukuronidazy, fosfatazy, lipazy a a-
glukosidazy. Mé&feni probihalo za pomoci fluorescenéné znacenych substrati (Tab. 5).
Umisténi vzorkd, substratii a kalibracnich roztoki do mikrotitraéni desticky podle Tab. 6
(Postup viz kapitola 4.4.4. Stanoveni enzymatické aktivity u vybranych extracelularnich

degradac¢nich enzymi).

Tabulka 5: Substraty znacené fluorescenéni molekulou — methylumbellyferol (MUF) pro jednotlivé

enzymy.

Stanovovany enzym Substrat

B-glukosidaza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-B-D-glukopyranosid (MUFG)
celobiohydrolaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosid (MUFC)
B-xylosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-B-D-xylopyranosid (MUFX)
chitinaza 1,00 mM 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid (MUFN)
B-glukuronidaza 2,50 mM bis-4-methylumbellyferyl-glukuronid (MUFU)
fosfataza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-fosfat (MUFP)

lipaza 2.50 mM 4-methylumbellyferyl-caprylat (MUFY)
a-glukosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl a-D-glucopyranoside (MUFaG)
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Tabulka 6: Mikrotitracni desti¢ka s umisténim substrati a kalibracnich roztoku, které byly
ptipraveny fedénim 1mM roztoku MUF.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1 1 1 2 2 2 3 3 3 1 2 3
MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG

B 1 1 1 2 2 2 3 3 3 1,;13;" 2,:'/'18:" 3,:'/'18;*'
MUFC | MUFC | MUFC | MUFC | MUFC | MUFC | MUFC [ MUFC | MUFC | o | oo |
1420 pl | 2420 pl | 3+20 pl
c MUF | MUF | MUF
MUFX | MUPX | MUFX | MUFX | MUFX | MUFX | MUPK | MURX | MURx | oo | oo
1450 pl | 2+50 pl | 3+50 pl
D MUF | MUF | MUF
MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUEN | MUEN | MUFN | o0 oo o

1+20 pl | 2+20 pl | 3+20 pl

1 1 1 2 2 2 3 3 3
E| Muru | muru | mURU | MUFU | muru | MURU | MUFU | mURU | MURU 2’}2; Y}Lljg 2’};’;
1450 ul | 2450 pl | 3+50 pl

F MSFP MSFP MSFP MLZJFP MLZJFP MSFP MSFP MSFP MSFP MUF“ MUFH MUFH
1/10 1/10 1/10

G 1 1 1 2 2 2 3 3 3 1+10pl | 2+10pl | 3+10ul
MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUFY | MUF MUF MUF

H 1 1 1 2 2 2 3 3 3 1420l | 2420l | 3+20ul

MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG | MUFaG MUF MUF MUF

4.7  Prvni experiment: Stanoveni houbové biomasy

Ergosterol piedstavuje specificky lipid, ktery se vyskytuje v plazmatické membrané bunék
niz$ich eukaryot a to zejména v buitkach hub a kvasinek. Stanoveni tohoto lipidu je vyuzivano
k uréeni celkové biomasy hub. Pro stanoveni ergosterolu se postupovalo podle metody v praci
Snajdr et al., 2008. Bylo odvéazeno 0,5 g lyofilizovaného vzorku a sonikovano 3 ml 10% KOH
v metanolu pii teploté 70 °C po dobu 90 min. Dale se piidal 1 ml dH,O a provedla se extrakce
vzorkt (3x) v 2 ml cyklohexanu. Pomoci dusiku byl cyklohexan ze supernatantu odpafen a
vzorek byl rozpustén v 1 ml metanolu. Déle probé¢hla analyza na kapalinovém chromatografu
Waters Alliance HPLC systém (Waters, USA) a spektrofotometrické méfeni pii 282 nm.

Rychlost prittoku mobilni faze metanolu byla 1 ml x min™. Toto stanoveni provadél laborant.
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4.8 Prvni experiment: Stanoveni rychlosti dekompozice koreni,
elementarni analyza a stanoveni pH

Pro stanoveni rychlosti dekompozice byly ziskané vzorky nejdiive zvazeny, poté
zamrazeny pii -80°C a lyofilizovany. Po vakuovém vymrazeni byly znovu pievazeny.
Rychlost rozkladu byla stanovena na zaklad¢ porovnani s pocatecni hmotnosti a vlhkost

vzorkll byla stanovena jako podil hmotnosti vzorku pted a po lyofilizaci.

Prvkové slozeni (obsah C a N) u vybranych lyofilizovanych kofenti bylo zméteno v
externi laboratofi (Vyzkumny ustav melioraci a ochrany pidy, v. V. i.). Pro stanoveni pH byly

vzorky smiseny s H>O (1:10 w/v).

4.9 Druhy experiment: 1zolace a charakterizace hub z kofentu smrku

4.9.1 Kultivace a izolace hub

Kofeny pro izolaci hub byly nastiihany a povrchové sterilizovany ponoienim po dobu 30 s
do10 — 20% roztoku chlornanu sodného (Unilever CR, spol. sr.0.). Nésledng byly
proplachnuty ve sterilni kkH>O a vysety na Petriho misku se selektivnim kultivaénim mediem
MERBS. Kultura byla ulozena v temnu pii 25 °C do té doby neZ porostla cely povrch.
Nasledné byla umisténa do lednice pfi teploté 4 °C. PreoCkovani Cistych kultur na nové

medium MERBS probihalo pfiblizné kazdé 2 mésice.

4.9.2 lzolace DNA z izolati

Cast kultury byla pienesena do 1,5ml mikrozkumavky a genomova DNA byla izolovéna
kitem ArchivePure DNA Yeast and Gram-positive Bacteria kit (5PRIME, Rakousko). Po
pfidani lyzaéniho pufru byly vzorky homogenizovany 1 min na FastPrep (MP Biomedicals,

US). Dale se postupovalo dle protokolu vyrobce.
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4.9.3 PCR amplifikace oblasti ITS1F

Vyizolovana DNA z narostlych kultur slouzila jako pfedloha v PCR reakci, za pouziti
primerd ITS-1F (5°-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-39) a NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3°) pro ITS a 28S rDNA oblasti (Gardes a Bruns, 1993).

Slozeni reakeni smési pro amplifikace DNA pomoci PCR:

2,5 ul 10x fedéného pufru pro DyNAzym Il DNA Polymeraza
1,5 ul BSA 10 mg/mi
0,5 ul PCR Nucleotide Mix (10mM)

= | ul primer gITS1f

= ] ul primer NL4

= 0,75 ul 4% Pfu polymerazy v DyNAzyme || DNA Polymeraza
= | pl templatova DNA (koncentrace do 100 ng/ul)

=  Doplnéné do 25 ul H,O

Amplifika¢ni program PCR:

= 94 °C, 5min

= 35x (94 °C 30s denaturace, 56 °C 30s nasazeni primert, 72 °C 30s elongance)
= 72°C 7min

= 4°Chold

Uspésnost amplifikace byla ovéfovana pomoci gelové elektroforézy (viz kapitola 4.5.1.
PCR amplifikace oblasti ITS2)

Extrahovand DNA jednotlivych vzorkd bylo po 20 pl napipetovana do 96 jamkové
desticky a nasledné odeslana na sekvenaci do externi laboratore GATC Biotech (Konstanz,
SRN).
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4.9.4 Stanoveni enzymatické aktivity u vybranych extracelularnich degradacnich
enzymu

Vybrané izolaty hub byly pfeockovany na kultivaéni medium ME a inkubovany pti 23 °C.
Po 1 — 2 tydnech byly pieockovany do 250ml Erlenmeyerovych banék obsahujicich 40 ml
tekut¢ého ME media a 0,1 g celuldzy (tfi banky / izolat) a kultivovany stacionarné pii 23 °C.
Nésledné bylo tekut¢é medium obsahujici enzymy pfefiltrovano pres filtraéni papir
a analyzovano. Aktivita enzymi byla stanovena pro oa-glukoziddzy, B-glukozidazy,
fosfomonoesterazy (fosfatazy), fosfodiesterazy, arylsulfatazy, N-acetyl-glukozamidazy
(chitinazy), celobiohydrolazy (exoceluldzy) a P-xylozidazy. Dale byla zméfena aktivita

enzymil, endocelulazy, endoxylanazy a lakazy.

Hydrolytické enzymy byly stanoveny dle metodiky popsané v Baldrian (2009). Aktivita
enzymil byla stanovena spektrofotometricky za pouziti fluorescencné znacenych substratii.
(Tab. 3). Do mikrotitraéni desti¢ky bylo k substratim pro stanoveni fosfatazy a B-glukozidazy
ptidano 20 ul DMSO pro lepsi rozpustnost (A 1-6, G 1-6). Dale bylo do piislusnych jamek (1-
6, A-H) napipetovano 40 pl znaeného substratu o koncentraci 500 pM. Kalibra¢ni fada byla
ptipravena dle tabulky 4. Do vSech jamek bylo ptidano 100 ul 50mM octanového pufru (pH
5,0) a 100 ul vzorku. Desticka byla inkubovana v termostatu pii 40 °C.

Odecet fluorescence prob¢hl po 5, 35 a 125 minutach na spektrofotometru (Infinite 200,

TECAN, Rakousko) pii excitac¢ni vinové délce 355 nm a emisni vinové délce 460 nm.

Tabulka 3: Substraty znacené fluorescenéni molekulou — methylumbellyferol (MUF) pro jednotlivé

enzymy.
Stanovovany enzym Substrat

B-glukosidaza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-B-D-glukopyranosid (MUFG)
a-glukosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl a-D-glucopyranoside (MUFaG)
celobiohydrolaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-N-cellobiopyranosid (MUFC)
B-xylosidaza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl-B-D-xylopyranosid (MUFX)
chitinaza 1,00 mM 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukosaminid (MUFN)
arylsulfataza 2,50 mM 4-methylumbellyferyl siran draselny (MUFS)
fosfataza 2,75 mM 4-methylumbellyferyl-fosfat (MUFP)

fosfodiesteraza 2,50mM bis-methylumbellyferyl-fosfat (MUFPP)
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Tabulka 4: Mikrotitraéni desti¢ka s umisténim substrati a kalibra¢nich roztoku, pfipravené fedénim
1mM roztoku MUF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 1 1 2 2 2
A MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG MUFG 1 ! 1 2 2 2
1 1 1 2 2 2 1+10pl | 1+10ul | 2+10pl | 2+20ul | 2+10ul | 2+10pl
B MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF MUF
aG aG aG aG aG aG 1/100 | 1/100 | 1/100 | 1/100 | 1/100 | 1/100
1 1 1 5 5 ) 1+20ul | 1+20pl | 1+20pl | 2+20pl | 2+20pl | 2+20ul
C MUF MUF MUF MUF MUF MUF

MUFC MUFC MUFC MUFC MUFC MUFC 1/100 1/100 1/100 1/100 1/100 1/100

1+50pl | 1+50ul | 1+50pl | 2+50pl | 2+50ul | 2+50pl
D MUF MUF MUF MUF MUF MUF
MUFX MUFX MUFX MUFX MUFX MUFX 1/100 | 1/100 | 1/100 | 1/100 1/100 | 1/100

1+20pl | 1+20ul | 1+20pl | 2+20pl | 2+20upl | 2+20pl

E MUF MUF MUF MUF MUF MUF
MUFN MUFN MUFN MUFN MUFN MUFN 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10

1+50p! | 1450pl | 1450pl | 2+50ul | 2+50ul | 2+50ul

F MUF MUF MUF MUF MUF MUF
MUEFS MUEFS MUEFS MUEFS MUEFS MUEFS 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10

G 1 1 1 2 2 2 1+20pl | 1+20ul | 2+20pl | 2+20ul | 2+20ul | 2+20pl
MUFP MUFP MUFP MUFP MUFP MUFP MUF MUF MUF MUF MUF MUF
H 1 1 1 2 2 2 1+50pl | 1+50ul | 2+50pl | 2+50pl | 2+50ul | 2+50pl

MUFPP | MUFPP | MUFPP | MUFPP | MUFPP | MUFPP MUF MUF MUF MUF MUF MUF

Aktivita endoceluldzy a endoxylanazy byla meéfena za pomoci substratd
karboxymethylcelulozy a xylanu S nekovalentné vazanym azo-barvivem (Megazyme, Irsko)
podle protokolu vyrobce. Do 1,5ml mikrozkumavek bylo napipetovano 150 ul vzorku
a 150 pl substratu. Inkubace, ktera probihala pii 40 °C po dobu 10 min az 2 hodin. Ukoncéena
byla pridanim 750 pl etanolu a naslednym vortexovanim (10 s) a centrifugaci (10 000 x g,
10 min). Nasledovalo spektrofotometrické méteni, pro zjiSténi mnozstvi uvolnéného barviva.
Absorbce byla zméfena pii 595 nm (Baldrian, 2009a). Enzymova aktivita byla stanovena

na zakladé srovnani dat s kalibra¢nimi kiivkami.

Pro stanoveni enzymatické aktivity lakdzy byla monitorovana oxidace substratu ABTS
v citrat-fosfaitovém pufru. Do jamky bylo napipetovano 50 ul vzorku, ke kterému bylo
pfidano 50 ul ABTS a 150 pl citrat-fosfatového pufru (100 mM citrat, 200 mM fosfat) pH 5.
Meéteni probihalo po dobu 3 min kazdych 30 sekund (7x30 s) a po dobu 12 minut kazdé
2 minuty (7x2 min) ve spektrofotometru (Infinite 200, TECAN, Rakousko) pfi vinové délce
420 nm a 40 °C.
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4.10 Statistické metody

Data pro statistické analyzy piedstavovaly zméfenou aktivitu enzymu a jejich porovnani
V Case a prostoru. Statisticky vyznamné rozdily v namétenych aktivitaich byly testovany
pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) a nasledované Fisheriv LSD post hoc testem. Rozdily na
hlading p < 0,05 byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné, signifikantni.

4.11 SloZeni roztoki a médii pro izolaci hub

Acetatovy pufr, 50 mM, pH =5

e 1000 ml destilovana H,O
e 900 pl octova kyselina
e 278 goctan sodny

100 mM citrat — 200 mM fosfatovy pufr, pH =5

e 100 ml destilované H,O
e 3,56 g Na;HPO,4 2H,0
e 2.1 g monohydrat kyseliny citrénové

Roztok NaOH, 5 M

e 199,99 g NaOH

e 1 1destilované H,O
Sukcinat-laktatovy pufr, 100 mM pH =45

e 100 ml dH,O
e 1,64 g DL-mlécné kyselina NaCl 60%
e 0,146 g sukcinova kyselina

MERBS + ATB

209/l Malt Extract
0,059/l Rose Bengal
15 g/l Agar

2 ml/l Streptomycin

ME

e 20 g/l Malt Extract
e 159/l Agar
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5 Vysledky

Cilem prvniho experimentu bylo popsat slozeni mikrobidlniho spolecenstva hub v K
(kofenech), R (rhizosféie) a B (,,bulk soil*“ — okolni puda) u zivych stromi a popsat ptipadné

zmény tohoto slozeni po ukonceni toku asimilat v disledku pokaceni stromti.

Houbova DNA byla izolovana a identifikovana sekvenaci ITS2 mezerniku DNA.
Nasledn¢ byla zjisténa abundance ECM a saprotrofnich zastupcti ve vSech tfech zkoumanych
kompatmentech. Pomoci enzymatické aktivity byla popsana degradacni schopnost rostlinné
biomasy a jeji zména v Case a prostoru. Celkova biomasa hub byla stanovena pomoci

ergosterolu obsazeného ve vzorcich.

Druhy experiment byl zahdjen 5 mésicti po ukonceni toku asimilatii. Z odebrané ptudy byly
koteny separovany, jemné omyty, sterilizovany a vysety na kultivaéni medium. Z narostlych
kultur byla izolovana houbova DNA a na zaklad€ sekvenace identifikovana. U vybranych

OTUs byla stanovena enzymaticka aktivita.

5.1 Charakteristika spolecenstva hub za prisunu asimilati a po ukoné¢eni
toku asimilati z kofent do pidniho prostiredi Picea abies a postupny
vyvoj mikrobialniho sloZeni hub v kofenech, rhizosféie a piidé v ¢ase
a prostoru

5.1.1 Obsah biomasy hub

Pted pokacenim stromll bylo nejvyssi zastoupeni houbové biomasy v kofenech. Tyto
hodnoty byly vyhodnoceny jako signifikantni v porovnani se zastoupenim houbové biomasy

v rhizosféte a okolni pudé.

Pro prvni odbér 1V/2013 za ptisunu asimilatt se obsah ergosterolu vyznamné lisil mezi

rhizosférou a pidou, kdy v R bylo zastoupeni houbové biomasy signifikantné vyssi.

Po ukonceni toku asimilath dochazelo k postupnému poklesu houbové biomasy v R a B.
Nameétené hodnoty houbové biomasy vR a B se v poslednim odbéru VI/2014 vyznamné

nelisily.
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Mnozstvi biomasy hub v B bylo stabilni a vyznamné zmény zaznamenany nebyly. Naopak
v K byl zaznamenan signifikantni nartist houbové biomasy, P < 0,05 (ANOVA, Fisheriv post
hoc LSD test; Obr. 13).

Ergosterol mB ER K

1000

100

ddddddd

IV/2013 Vv/2013 |VII/2013 VIII/2013 XI/2013 XIl/2013 VI/2014

B

(ppm)

pred pokacenim po pokaceni

Obrazek 13: Obsah biomasy hub v kofenech, rhizosféfe a pude.

5.1.2 SlozZeni spolefenstva hub za prisunu asimilitii a po ukon¢eni toku asimilata
z kofenii do pudniho prostiedi Picea abies - v koienech, rhizosfére a pidé

Urceni zastupcl hub, jejich zatazeni do oddé€leni a rodd prob&hlo pomoci sekvenace ITS2
mezerniku DNA. Celkem bylo ziskdno 1981 643 sekvenci dostatecné délky a kvality.
Po zarovnani a uspotfadani sekvenci na zaklad€ 97% podobnosti byly tyto sekvence zatazeny
do 14607 OTU (operational taxonomic unit). Pro tyto byly nalezeny nejblizsi
identifikovatelné sekvence pomoci programu BLASTn. U 1 421 OTU se v databazi nenasla
74dnd identifikace, pfipadné se jednalo o organismy nehoubového plvodu, tyto sekvence
nebyly hodnoceny. Déle se pracovalo s 1 842 543 houbovych sekvenci. Bylo identifikovano
113 tadt a 893 rodi hub. K dalsimu zpracovani a vyhodnoceni byly vybrany rody S nejvyssi

abundanci (Tab. 7). Pocty jejich sekvenci byly normalizovany na 1000 a %o.
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Tabulka 7: Abundance detekovanych rodid. Pocty sekvenci byly normalizovany na 1000, dale bylo
vypocteno % zastoupeni. Tabulka zahrnuje top 2 vybranych se zcela pfevladajici dominanci

ECM.

oddéleni Fad ekologie | rod [a;’;‘“da"‘:e
Basidiomycota Russulales ECM Russula 16,56
Basidiomycota Atheliales ECM Tylospora 7,03
Basidiomycota Agaricales ECM Amanita 3,75
Basidiomycota Agaricales ECM Hygrophorus 3,68
Ascomycota Dothideomycetes other | ECM Cenococcum 3,54
Basidiomycota Thelephorales ECM Tomentella 2,18
Basidiomycota Thelephorales ECM Pseudotomentella 1,60
Basidiomycota Russulales ECM Lactarius 0,86
Basidiomycota Agaricales ECM Cortinarius 0,75
Basidiomycota Boletales ECM Xerocomus 0,71
Mortierellomycotina | Mortierellales Saprotrof | Mortierella 11,78
Basidiomycota Agaricales Saprotrof | Mycena 10,47
Ascomycota Helotiales Saprotrof | Phialocephala 6,08
Mucoromycotina Mucorales Saprotrof | Umbelopsis 5,41
Basidiomycota Trechisporales Saprotrof | Trechispora 4,94
Basidiomycota Tremellomycetes other | Saprotrof | Cryptococcus 4,33
Ascomycota Leotiomycetes other Saprotrof | Oidiodendron 4,15
Basidiomycota Hymenochaetales Saprotrof | Resinicium 2,19
Ascomycota Chaetothyriales Saprotrof | Phialophora 2,00
Basidiomycota Tremellales Saprotrof | Asterotremella 1,42
Ascomycota Helotiales Saprotrof | Cadophora 1,10
Ascomycota Leotiomycetes other Saprotrof | Pseudogymnoascus 1,08
Ascomycota Eurotiales Saprotrof | Thysanophora 0,88
Ascomycota Eurotiales Saprotrof | Penicillium 0,81
Basidiomycota Corticiales Saprotrof | Hyphodontia 0,71
Ascomycota Hypocreales Saprotrof | Trichoderma 0,71
Ascomycota Helotiales Saprotrof | Rhizoscyphus 0,65
Ascomycota Chaetothyriales Saprotrof | Cladophialophora 0,61
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Grafické znazornéni dominantnich zastupci ECM a saprotrofnich hub v K, R a B (Obr.
14).
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Obrazek 14: Zastoupeni OTU v K (kofen), R (rhizosféra) a B (bulk soil — okolné piida) a zména
jejich biologické rozmanitosti ukonéeni toku asimilatli - po pokaceni stromti. Rozdéleni dle
zivotni strategie ECMm - m (spektrum zelené) a saprotrofovémmmmm (ostatni spektrum barev).
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Z ECM zastupcu byla pievaha rodi Russula a Tylospora. U saprotrofnich zastupcu

prevladaly rody Mortierella, Mycena, Phialocephala, Umbelopsis a Trechiospora.

U saprotrofnich zastupcli byla zaznamenéna preference urcitého typu vzorki (Obr. 15 —

18), pro ECM zastupce takovéto preference zaznamenany nebyly. V K byla diverzita hub

Vv porovndni s R a B spiSe nizsi, jak za pfisunu asimilét, tak i po ukonceni jejich toku.

Po ukonceni toku asimilatd doslo ke snizeni diverzity hub v K, naopak vR a B byl

zaznamenan jeji narast (Obr. 19).
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Obrdzek 15: Preference zastupci Mycena

Obrazek 16: Preference zastupc Phialocephala

(saprotrof, Basidiomycota) pro koien. (K- (saprotrof Ascomycota) pro kofen. (K-
koten, R- rhizosféra, B — okolni ptida). koten, R- rhizosféra, B — okolni ptda).
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Obrdazek 17: Preference zastupci Mortierella
(saprotrof, Mortierellomycotina) pro
rhizosféru a okolni padu. (K- kofen, R-
rhizosféra, B — okolni pada).

Obrazek 18: Preference zastupcti pro Umbelopsis
(saprotrof, Mucoromycotina) pro rhizosféru
a okolni pady. (K- kofen, R- rhizosféra, B —
okolni ptda).
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Obrdzek 19: Diverzita hub v K, R a B. Primérna ¢etnost OTU (K — kofen, R —
rhizosféra, B — okolni pida)

U prvniho odbéru 1V/2013 (za pfisunu asimilatd) pievladaly ve vSech tfech
kompartmentech ECM (ektomykorhizni) zastupci hub. Na obr. 20, za pfisunu asimilatu,
predstavuji ECM houby 60 % (odbér 1V/2013: K- 61 %, R- 58 %, B- 59 %). Z toho 40 %
saprotrofnich zastupcti (odbér 1V/2013: K- 39 %, R- 42 %, B- 41 %). Po ukonceni toku
asimilati dochazi k postupnému ubytku ECM (odbér VI/2014: K- 2 %, R- 15 %, B- 16 %).
Pro saprotrofni zastupce byl pozorovan opaény trend (odbér V1/2014: K- 98 %, R- 85 %, B-
84 %; Obr. 21). Rozdily v pocetnosti sekvenci saprotrofnich a ECM zastupci mezi prvnim
a poslednim provedenym odbérem byly statisticky prukazné, P < 0,05 (ANOVA, Fishertuv
post hoc LSD test; Obr. 22).
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Obrdzek 20: Ubytek abundance ECM zastupcti po Obrdzek 21: Nartst saprotrofnich zastupci v K, R a
ukonceni toku asimilatu. B po ukonceni toku asimilatt.
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Zivotni strategie v ¢ase a prostoru
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Obrazek 22: Zastoupeni ECM a saprotrofnich zastupcti v K, R a B pro 1V/2013 a VI/2014 odbér.
Zachovan trend (obr. 20 a 21) Narust saprotrofnich zastupct ve vSech tfech kompartmentech.

Obr. 23 — 24 znazornuje relativni ¢etnost houbovych oddéleni v odbéru IV/2013 a V1/2014
(duben 2013 — za ptisunu asimilati, cerven 2014 — po ukoncéeni toku asimilatd). Byl
zaznamenan ubytek Basidiomycota (o 15 %) a slaby nartst zastupcti z oddéleni Ascomycota
(4 %). Ob¢ oddéleni zahrnuji ECM i saprotrofni zastupce, zmény v jejich zastoupeni vSak
nebyly vyhodnoceny jako vyznamné, signifikantni. V pfipadé saprotrofnich zéstupct,
spadajicich pod Mortierellomycotina a Mucoromycotina, doslo k narastu.
Mortierellomycotina z5 % na 10 % a v pfipadé Mucoromycotina byl nardst vyznamnéjsi
Z 2 % na 8 %. Ke zvyseni abundance zastupct hub z téchto pododdéleni doslo pfevazné v R a
B, kde byl jejich nartist vyhodnocen jako signifikantni, avSak v K takovyto nardst na hladiné
P < 0,05 (ANOVA, Fishertv post hoc LSD test) zaznamenan nebyl.

Duben 2013 Cerven 2014
5% 2% 8%

\ 10 %

52 %
26%
67 %
30%
m Basidiomycota m Ascomycota M Basidiomycota B Ascomycota
Mortierellomycotina ® Mucoromycotina Mortierellomycotina @ Mucoromycotina

Obrazek 23: Relativni Cetnost houbovych Obrdzek 24: Relativni Cetnost houbovych
oddé¢leni duben 2013. oddéleni cerven 2014.
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5.1.3 Aktivita extracelularnich enzymu piitomnych v koieni, rhizosféie a okolni ptidé
ucastnicich se dekompozice latek v nich obsazenych

Aktivita degradacnich enzymut detekovanych z kotenll byly v ptipadé¢ celulazy, xylandzy,
B-glukuronidazy, fosfatdzy a a-glukosidazy vyssi v porovnéni s rhizosférou a okolni pidou,

kde byla naopak vyssi aktivita B-xylosidazy.

Po ukonceni toku asimilétii byl u kofenli zaznamenan vyznamny narist aktivity enzymu
celulaza, lakdza, Mn-peroxidaza, B-glukosidaza a lipaza, dale doslo také ke zvySeni aktivity
enzymil xylanaza a fosfatdza. Naopak u enzymu chitinaza, a-glukosidaza, celobiohydroléza,

B-xylosidaza, B-glukuronidaza byl zaznamenan pokles aktivity (Obr. 25).
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Obrazek 25: Aktivita vybranych enzymu v koteni. Zmény enzymatické aktivity vyhodnocené jako
signifikantni % na P < 0,05 (ANOVA, Fisherv post hoc LSD test). Cel — celulaza, Xyl —
xylanaza, L — lakdza, MnP — mangan peroxidaza, G-B-glukosidaza, N — chitinaza, aG — a-
glukosidaza, C — celobiohydrolaza, X — B-xylosidaza, U — B-glukuronidaza, Y — lipaza, P —
fosfatdza. Odbér IV/2013 M a V1/2014 W
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V rhizosféfe bylo detekovdno zvysSeni aktivity pouze jednoho z méfenych enzymii Mn-
peroxidazy. Aktivita ostatnich degradacnich enzymi (celuldza, xylanaza, lakaza, -
glukosidéaza, chitindza, a-glukosidaza, celobiohydrolaza, B-xylosidaza, lipaza a fosfataza)

klesla.

ZvySeni enzymatické aktivity Mn-peroxiddzy bylo také zaznamenano v pidé, kde byl déle
zaznamenan narast aktivity enzymu celuldza. S vyjimkou narGstu aktivity enzymu celuldza
v okolni pudé byl pro rhizosféru a okolni piidu pozorovan obdobny trend ve zménach
enzymatické aktivity (Obr. 26 - 27). Ve vSech tfech kompartmentech doslo k nariistu aktivity

enzymu Mn-peroxidaza rok po ukonceni toku asimilata.
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Obrazek 26: Aktivita vybranych enzymu v rhizosféte. Zmény enzymatické aktivity vyhodnocené
jako signifikantni % na P < 0,05 (ANOVA, Fisheriiv post hoc LSD test). Cel — celulaza, Xyl —
xylandza, L — lakdza, MnP — mangan peroxidaza, G-B-glukosiddaza, N — chitinaza, aG — a-
glukosidaza, C — celobiohydrolaza, X — B-xylosidaza, U — B-glukuronidaza, Y — lipaza, P —
fosfataza. Odbér IV/2013 M a V1/2014 W
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Okolni pada - enzymaticka aktivita Okolni plda - enzymaticka aktivita
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Obrazek 27: Aktivita vybranych enzymi v ,,bulk soil” - okolni ptidé. Zmény enzymatické aktivity
vyhodnocené jako signifikantni % na P < 0,05 (ANOVA, Fishertiv post hoc LSD test). Cel —
celulaza, Xyl — xylanaza, L — lakdza, MnP — mangan peroxidaza, G-B-glukosiddza, N —
chitinaza, aG — a-glukosidaza, C — celobiohydrolaza, X — B-xylosidaza, U — B-glukuronidaza, Y
— lipaza, P — fosfataza. Odbér IV/2013 M aV1/2014

59



5.1.4 Stanoveni rychlosti dekompozice kofenii, elementarni analyza a stanoveni pH
dekompozice koient

Rychlost dekompozice kotfenii byla stanovena na zaklad¢ porovnani hmotnosti kotent
pted a po jejich lyofilizaci. Vzorky z odbérti IV/2013 a V/2013 (za ptisunu toku asimilati)
byly pouzity jako vychozi rozkladajici se material a piedstavovaly ptvodnich 100 % (viz
piiloha, Tab. 14). Po ukonceni toku asimilati byl zaznamenan tbytek biomasy kofene po 1.
meésici, ktery vSak nebyl vyhodnocen jako signifikantni. Jeden rok po ukonceni toku asimilatt
byl pokles na 39 % z pivodni biomasy kofene. Postupna zména a celkovy tbytek biomasy
kofene byl vyhodnocen jako signifikantni (Obr. 28).
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Obrazek 28: Postupna zména hmotnosti kofene v procentech pivodni hmotnosti kotfene: Rok po
ukonceni toku asimilatd bylo degradovano 61% z ptivodni biomasy kofene.

5.1.5 Stanoveni pH a elementarni analyza

Pro stanoveni pH byly vzorky smiseny s H,O (1:10 w/v). Namétené hodnoty pH u R a B
Vv postupu cCasu nevykazovaly vyznamné zmény. Nejvy$si naméfené hodnoty pH

se pohybovaly v rozmezi 3,77 az 4,85.

Urceni obsahu dusiku (Obr. 29) a poméru C/N (Obr. 30). V odbéru 1V/2013 za piisunu
asimilati bylo zaznamenano vyznamné vysSi zastoupeni N neZ v nasledujicim odbéru

V/2013, kdy doslo v kotenech k jeho ubytku. Po ukonceni toku asimilat (od odbéru VII/213)
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byl pozorovan postupny narast N v kofenech. Obsah N v kofenech z odbéri IV/2013 a
X1/2013 (tedy 5 mésicti po ukonceni toku asimilatil) se vyznamné neliSily.
I ptes jisté vykyvy v zastoupeni N signifikantni zmény tykajici se zmén poméri C/N

zaznamenany nebyly.
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Obrazek 29: Obsah dusiku v kofenech
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Obrdzek 30: Pomér uhliku a dusiku v kofenech
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5.2 Porovnani sloZeni spolecenstva hub z kofenii S a 9 mésict po
ukonceni toku asimilatd

Pro kultivaci hub z kofenti byly provedeny dva odbéry 5 a 9 mésict po pokaceni
vybranych stromil, misto odbéru bylo stejné pro prvni i druhy pokus. Odebrané kotfeny byly
vysety na agarové medium MERBS a pozd¢ji pfeockovany na medium ME. Z Casti narostlé
kultury hub byla izolovana DNA (Tab. 8) a na zakladé 97% podobnosti byly izolaty sdruzeny
do 18 OTU.

Tabulka 8: Zatazeni izolati do OTU, jejich oznaceni v databazi, podobnost, pokryti s cilovou
sekvenci a jejich zafazeni do oddéleni a pocet zastupcti.

oTU Oznaceni Podobnost | Pokryti Identifikace Oddéleni p?cet o
[%] [%] zastupcti
CLOOO | JN943354.1 | 100 100 Hypocrea atroviridis Ascomycota 98
CLOO1 | JN943444.1 | 99,1 100 Hypocrea minutispora Ascomycota 20
CLO02 | EU280074.1 | 100 95,9 Hypocrea longipilosa Ascomycota 16
CLOO3 | KCO07135.1 | 100 100 Neonectria sp. Ascomycota 12
CLO0O4 | JX243939.1 | 100 100 Trichosporon sp. Basidiomycoty 3
CLOOS | AF210665.1 | 96 99,7 Clonostachys Ascomycota 3
rossmaniae
CLOO6 | AB099509.1 | 98,9 84,4 Nectria mariannaeae Ascomycota 3
CLOO7 | AY089746.1 | 100 100 Verticillium sp. Ascomycota 2
CLOO8 | EU021609.1 | 99,9 100 Aspergillus ochraceus Ascomycota 2
CLO09 | KC007321.1 | 100 100 Penicillium sp. Ascomycota 2
CLO10 | AF033409.1 | 100 100 Penicillium lapidosum Ascomycota 1
CLO11 | JN943795.1 | 100 87,6 Mortierella verticillata Mortierellomycotina 1
CLO12 | AY442321.1 | 99,5 100 Cryptosporiopsis ericae | Ascomycota 1
CLO13 | AB044645.1 | 98,6 100 Tolypocladium Ascomycota 1
inflatum
CLO14 | HQ829165.1 | 99,6 91,7 Mucor sp. Mucoromycotina 1
cLo1s | AB570242.1 | 100 100 Trichoderma Ascomycota 1
citrinoviride
CLO16 | AB378554.1 | 100 100 Pochonia bulbillosa Ascomycota 1
Penicillium
CLO17 | JN617682.1 | 100 100 . Ascomycota 1
cosmopolitanum
CLO18 | AF178528.1 | 99,4 100 Penicillium sp. Ascomycota 1
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Izolovani zastupci z narostlych kultur spadali pievazné do odd€leni Ascomycota
(Hypocrea a Penicillium). Dale se podafilo kultivovat a identifikovat 3 zastupce z oddé€leni
Basidiomycota (Trichosporon sp.), 1 zastupce z Mucoromycotina (Mucor sp.) a 1 zastupce

z Mortierellomycotina (Mortierella verticillata).

Zastupci jednotlivych OTU byli pfeockovani na kultivaéni medium ME a déle kultivovani
na tekutém mediu obsahujicim celul6zu, po dobu 2 tydnti. Poté byla stanovena enzymaticka
aktivita. Ve vSech vzorcich byla detekovéana aktivita pro enzymy B-glukosidaza, fosfataza,
endocelulaza, endoxylanaza (Obr. 31) a fosfodiesteraza (Obr. 32) ktera byla v jednotlivych
vzorcich riznd. S vyjimkou zéstupct z oddéleni Basidiomycota, byla také detekovéana aktivita
pro enzymy a-glukosidaza, celobiohydrolaza, B-xylosidaza (Obr. 32) a chitinaza (Obr. 33).
Aktivita enzymu arylsulfataza a lakaza (Obr. 33) byla namétfena jen v nékterych vzorcich

u zastupct z oddéleni Ascomycota a Mucoromycotina (viz pfiloha Tab. 11).
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Obrazek 31: Grafické znazornéni enzymatické aktivity vybranych zastupci, Asco — Ascomycota,
Basidio — Basidiomycota, Mucoro — Mucoromycotina. CL00O - Hypocrea atroviridis, CL001 -
Hypocrea minutisporum, CLO04 - Trichosporon sp., CLO09 - Penicillium sp, CLO010 -
Penicillium lapidosum, CL014 - Mucor sp.
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Fosfodiesteraza o-glukosidaza
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Obrazek 32: Grafické znazornéni enzymatické aktivity vybranych zastupci, Asco — Ascomycota,
Basidio — Basidiomycota, Mucoro — Mucoromycotina. CL0O00 - Hypocrea atroviridis, CL0O01 -
Hypocrea minutisporum, CL004 - Trichosporon sp., CL0O09 - Penicillium sp, CL0010 -
Penicillium lapidosum, CL014 - Mucor sp.
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Obrazek 33: Grafické znazornéni enzymatické aktivity vybranych zastupci, Asco — Ascomycota,
Basidio — Basidiomycota, Mucoro — Mucoromycotina. CL00O - Hypocrea atroviridis, CL001 -
Hypocrea minutisporum, CL004 - Trichosporon sp., CL0O09 - Penicillium sp, CL0010 -
Penicillium lapidosum, CL014 - Mucor sp.

U dominantné zastoupenych OTU CLO000 (Hypocrea atroviridis) a CL0O01 (Hypocrea
minutisporum) z oddé€leni Ascomycota byla standardné zaznamenana aktivita pro vSechny

méfené enzymy, s vyjimkou arylsulfatdz. Vyssi aktivita tohoto enzymu byla detekovéana
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u zastupce CLO10 Ascomycota (Penicillium lapidosum) a CL003 Ascomycota (Neonectria
sp.).
Ze vSech zastupct byla u CL004 Basidiomycota (Trichosporon sp.) detekovana nejvyssi

aktivita pro enzym fosfataza. V ptipadé CLO14 Mucoromycotina (Mucor sp.) se jednalo
0 enzym B-xylosidazu. (viz ptiloha Tab. 11).

Porovnani 5 mésicti (1. odbér) a 9 meésict (2. odbér) po ukonceni toku asimilatl

u hlavnich dominantn¢ zastoupenych OTU CLO000O (Hypocrea atroviridis) a CL0O01 (Hypocrea

minutisporum) fazené do oddéleni Ascomycota (Obr. 34 — 35).

Obrazek 34: Porovnani
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enzymatické aktivity - pro enzymy fosfatdza, [-glukosidéaza,
celobiohydrolaza, a-glukosidaza, chitinaza a B-xylosidaza 5 meésici (1.) a 9 mésicu (2.) po
ukonceni toku asimilati u dominantné zastoupenych OTU (CL000 — Hypocrea atroviridis a
CLO001 — Hypocrea minutisporum).
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Endoceluldaza (Um/ml) Fosfodiesteraza (nM min-1. mi-1)
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Obrazek 35: Porovnani enzymatické aktivity pro enzymy fosfataza, B-glukosidaza, celobiohydrolaza,
a-glukosidaza, chitinaza a B-xylosidaza 5 mésicu (1.) a 9 mésicu (2.) po ukon€eni toku asimilata
u dominantné zastoupenych OTU (CL0O00 — Hypocrea atroviridis a CLO01 — Hypocrea

minutisporum).

Enzym fosfatdza byl jediny enzymem, u kterého byla detekovana vyznamna zmeéna jeho
aktivity (P < 0,05 ANOVA, Fischeriv post hoc LSD test). Byla také zaznamenana vyssi
aktivita pro enzymy [-glukosidaza, celobiohydroldza, a-glukosidaza, chitindza a
B-xylosiddza. Naopak pro enzym endoceluldza byl zaznamenan pokles v jeji aktivité
a u enzymu fosfodiesterazy nebyla zaznamendna zména v aktivité¢ ani u jednoho dominantné
se vyskytujiciho zastupce. Pro CLO0O byl zaznamenan nardst aktivity enzymt endoxylanaza
a lakdza, v ptipad¢ zastupce CLOO1 doslo k nértstu aktivity pro arylsulfataza, naopak aktivita

enzymu lakéza se klesla.
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Diskuze

Houby pfedstavuji vyznamnou soucast mikrobidlni populace v lesnich ekosystémech
amaji zadsadni vyznam pro dekompozici lignocelulozového komplexu, kdy dochazi
k rozkladu organickych latek na latky anorganické, které piechazeji do okolniho prostiedi
a jsou znovu zaclenovany do organickych latek. Houby tak maji zasadni vyznam v kolob&hu
C, N, P, ale i dalsich prvki. Jako hlavni rozkladac¢i jsou uvadény houby saprotrofni (Klan,
1989). V posledni dobé se poukazuje na degradacni schopnosti ECM zastupct a to na zakladé
produkce extracelularnich enzymt, jejichz aktivita se zvySuje v obdobi snizené dodavky
fotosyntatd ze strany hostitelskych rostlin (Baldrian, 2009b), kdy v ptipadé ukonceni toku
asimilatl jsou nuceny se pfizpisobovat zméndm v dostupnosti latek. Vzhledem k tomu,
ze ECM predstavuji az 1/3 z celkové mikrobialni populace (Hogberg a Hogberg 2002), zda se

byt jejich vyznam v ekosystému zdsadni i po ukonceni toku asimilati.

Za prisunu asimilati ptevladaji metabolicky aktivni ECM houby (Buée et al., 2009),
oproti kterym jsou saprotrofni druhy v kofenech zivych stromi méné konkurence schopni
(Lindahl et al., 2007). To je patrné z vysledku, kdy zastoupeni ECM hub bylo vyznamné
Vv kofenech Picea abies pravé za piisunu asimilatt. V rhizosféte, kterd byla pod ptimym
vlivem kofenovych exsudatt, bylo slozeni obdobné, jako v okolni pidé ,,bulk soil“. Byly zde
zastoupeny jak ECM, tak saprotrofni zastupci, u kterych se zda, Zze i v pidé je jejich
konkurence schopnost v dtsledku toku asimilatt ovlivnéna. Po ukonéeni toku asimilatt doslo
k signifikantnimu nartstu saprotrofnich hub, analogicky jako po odumieni stromového patra
po kirovcové kalamitd (Stursova et al., 2014). Za piisunu asimilatd je celkové sloZeni
komunity hub a zastoupeni biomasy v rhizosféie vyznamné vyssi v porovnani s okolni piadou.
Coz potvrzuji i vysledky piedchozich praci (Prescott a Grayston, 2013). Pomér ECM
a saprotrofnich druhli za pfisunu asimilatl byl vSak obdobny ve vSech kompartmentech,
kdy ECM piedstavovaly piiblizné¢ 60 % (kofen — 61 %, rhizosféra — 58 %, okolni pida —
59 %) a saprotrofové 40 % (kofen — 39 %, rhizosféra — 42 %, okolni ptida — 41 %).

Pted ukoncenim toku asimilatti byli identifikovani ECM zastupci pfevazné z oddé€leni
Basidiomycota. Byl identifikovan i1 zastupce z oddéleni Ascomycota ECM rod Cenococcum,
ktery se obvykle vyskytuje pfedevsim v hlubsich horizontech (Courty et al., 2010b). Rod
Russula vykazoval z ECM zastupct nejvyssi abundanci, a to i po ukonceni toku asimilata.

V rhizosféfe a okolni pidé byla zaznamenana vysoka abundance ECM zastupcu Tylospora.
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Vzhledem ktomu, Ze mnoho ECM zastupcu je schopno produkovat Sirokou Skalu
extracelularnich enzymu podilejici se na mobilizaci zivin (Buée et al., 2009) je mozné,
ze mezi enzymaticky aktivni patfily i ECM rody Russula a Tomentella, které v kotenech
vykazovaly vysokou abundanci i po ukonc¢eni toku asimilati. To by bylo v souladu s vysledky
jinych skupin, které u téchto druht detekovaly produkci vybranych enzymu (Mosca et al.,
2007).

V pudnim prostfedi doslo ke snizeni zastoupeni ECM hub z odd¢leni Basidiomycota a k
nartstu saprotrofnich zastupcti z odd€leni Ascomycota, pododdéleni Mortierellomycotina
a Mucoromycotina. Saprotrofni zastupci, ktefi se za pfisunu asimilatd vyskytovaly
v rhizosfére, se ¢astecné skladaly z hub, které byly v malé mite detekovany i v kofenech. U
n¢kterych saprotrofnich zastupcti s pomérné vysokou abundanci byla zaznamenana preference
pro uréity kompartment (pro kofen — Mycena a Phialocephala, pro rhizosféru a okolni ptidu —

Mortierella a Umbelopsis).

V pozdéjsi fazi rozkladu (cca 3 roky po ukonceni toku asimildtll) dochazi v ptidnim
prostiedi k vyznamnému snizeni ECM zastupct (Stursova et al., 2014). Signifikantni abytek
byl vtéto praci zaznamenan jiz b&hem prvniho roku (pokles ECM v okolni pudé byl

zaznamenan z puvodnich 60 % na 16 %, v rhizosféic na 15 % a v kofenech na 2 %).

Na zéklad¢ vysoké aktivity enzymu B-glukosidazy, Gi¢astnici se degradace polysacharidi
(Baldrian, 2009a), se zda, Ze i rok po ukonceni toku asimilati jsou snadno rozlozitelné zdroje

stale pfitomné.

Degradace latek byva doprovédzena celkovym narGistem aktivity enzymi nezbytnych pro
rozklad lignocelulozového komplexu (Baldrian 2009b). Byla detekovédna aktivita enzymi
endocelulaza, B-glukosiddza, chitinaza, o-glukosiddza, PB-xylosiddza, fosfatiza, lakaza,
celobiohydroldza a fosfataza. Tedy Sirokd Skala extracelularnich enzymut hydrolytického
a oxidacniho charakteru. V pidnim prosttedi doSlo k ubytku biomasy hub a sniZeni
enzymatické aktivity (kromé enzymu endocelulaza a Mn-peroxidaza, jejichz aktivita stoupla).
Doslo i ke snizeni aktivity enzymu fosfataza v pudé¢, coz je v rozporu s vysledky prace
Stursové a kolektivu (2014), kde naopak stoupd. Byla také detekovana aktivita pro enzym
chitindza, coz koreluje s ibytkem houbové biomasy v piidnim prostiedi (Stursova et al.,
2014). V kotenech naopak doslo k narGstu enzymatické aktivity vétSiny enzymi
hydrolytického a oxidacniho charakteru, jejichZ produkce byla detekovéana u zastupci ECM
(Courty et al., 2010b).
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Degradacni vlastnosti vykazuji napf. rody Russula a Tomentella (Mosca et al., 2007;
Courty et al., 2010b) a také Cortinarius, ktefi byli v kofenech, rhizosféfe a okolni pudé
zastoupeni dominantné. Jednd se o ekologicky vyznamné, ale nekultivovatelné druhy
(Russula spp., Cortinariuns spp. a dale také Lactarius spp.), o kterych je z hlediska

ekofyziologie dostupno jen malé mnozstvi informaci.

ECM po ukonceni toku asimilatu tedy vymizi, nebo mohou pfejit na saprotrofni zptisob
zivota (Stursova et al., 2014). Na zakladé produkce enzymu lakaza, ktery se Géastni degradace
ligninu a jehoz produkce byla potvrzena pro ECM rody Russula spp., Xerocomus spp. a
Lactarius spp. (Luis et al., 2005) a peroxidazy u zastupcu rodu Cortinarius (Bodeker et al.,
2009) je mozné, Ze alespon z malé Casti se tito zastupci v 1. mésici po ukonceni toku asimilata
ucastni na degradaci ligninu. Pro to by svédcila zvySena aktivita enzymu lakaza jiz jeden

mésic po ukonéeni toku asimilati a stale vysoké abundance zastupci ECM hub.

Zvyseni enzymatické aktivity ze strany ECM muZe byt pfedev§im z diivodu opusténi
odumirajiciho kofene a vlastni degradace je pouze vedlej$im ucinkem (Cullings et al., 2008),
kdy dochazi k degradaci celulozy, vyuziti organickych fosfati (fosfatdza) a oxidace fenolt.
Byl také detekovéan nariist aktivity enzymu fosfatdza v kofenech a jeho ubytek v plidnim
prostfedi, coz potvrzuje teorii o vyhledavani nového hostitele, kdy se vyuzivaji Ziviny
Z odumirajiciho kofene, které jsou doddvany do extramatrikalniho mycelia. Soucasné vyssi
aktivita enzymu B-glukosidazy poukazuje na zisk C ze snadno rozlozitelnych latek (Baldrian,
2009a). Vyse uvedené bylo potvrzeno i izolaci zastupce Trichosporon a jeho vysoké aktivity

pro enzym fosfatazu.

U dominantné izolovaného zastupce Hypocrea (Trichoderma) byla zaznamenana zvysSena
aktivita nejen enzymu fosfatazy, ale i dalsich métenych enzymu s vyjimkou arylsulfataz. Bylo
potvrzeno, ze se jedna o bézny pidni saprotrofni druh, ktery kolonizuje epidermis kofene,
¢i pronikd do jeho vnitinich €asti. Svym plisobenim je schopen zajistit zvySenou rezistenci
vici abiotickym stresiim, zvySovat produktivitu rostlin, pfijem a vyuziti zivin (Harman et al.,
2004). Jedna se o druh, ktery produkuje enzymy nezbytné pro degradaci hemicelulozy, jako

jsou xylanazy a mannazy (Franco et al., 2004).
Predpokladala se i izolace nékterych zastupct Penicillium, ktefi obecné vykazuji vyssi
aktivitu pro enzymy celulazy. Pro dalsi mikroskopické houby je detekovana aktivita

vybranych enzymi pro degradaci hemicelulozy (a-galaktosidazy, P-galaktosidazy, o-

mannosiddzy) obvykle nizka (Zifédkova a Baldrian, 2011). V piipadé Penicillium byla
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potvrzena vyssi aktivita enzymu B-glukosidazy, a-glukosidazy a celobiohydrolazy. Byla také

zaznamenana vysoka aktivita pro enzym arylsulfatazy.

Ve srovnani se saprotrofnimi bazidiomycety ze stejného prostiedi ukazaly ascomycota
obdobné celulolytické schopnosti a vyssi chitinazovou aktivitu. Jejich aktivni role v rozkladu
jak lignocelulozy, tak mrtvé biomy hub je vyznamna v kolobshu latek a C (Ziféakova

a Baldrian 2011).

Vysokd aktivita enzymu Mn-peroxidaza, typickd piedevSim pro saprotrofni zastupce
z odd¢leni Basidiomycota (Morgensttern et al., 2008), byla detekovana i v piipadé ECM
Tylospora (Chen et al., 2003) a to déle, jak pul roku po ukonceni toku asimilati ve vSech
trech kompartmentech, pfedevs§im vSak v kofenech. Jeho aktivita u ECM zastupcli mize byt
negativné ovlivnéna v dusledku zvyseného mnozstvi amonnych iontt (Bodeker et al., 2014).
Tomu by mohla odpovidat i zvySena aktivita z odbéru v kvétnu 2013 za pfisunu asimilata.
V tomto odbéru bylo vysoké zastoupeni ECM zastupcli a naopak procentudlni ubytek N

Vv kotenech, kdy ECM pravdépodobné zajistovaly tento limitujici prvek pro svého hostitele.

Zvysend aktivita Mn-peroxidazy nejspiSe neni preferencni z divodu ziskani C, ale N
(Bodeker et al., 2014), ktery mykorhizni houby zpiistupiiuji pro své hostitelské rostliny (Buée
et al., 2009). Jeden mésic po ukonceni toku asimilatu se jeho aktivita snizila a doslo k nartstu
aktivity enzyma degradujici snadno rozlozitelné¢ zdroje. pH pidy bylo zachovano na

optimalnich nizSich hodnotéch pro tyto degradacni enzymy a pohybovalo se v rozmezi 3 az 4.

V praci Bending a Read (1996) se poukazuje na schopnost produkce polyfenol-
degradujici enzymy ECM houbami, které tak jisté hraji vyznamnou roli v mobilizaci na dusik
bohatych sloucenin v kyselych organickych pidach, kde dochazi ke zvySovani poméru C/N
se staiim lesa (Lindah et al., 2007). Celkoveé se zda, ze pro ECM zastupce je vyhodné zahajit
degradacni procesy jako prvni. Jednd se vSak o vedlejsi ucinek, kdy se houby snazi opustit
svého odumirajiciho hostitele. Ziviny, které jsou ziskdny b&hem degradace, jsou posilany do
extracelularniho mycelia, kterym prohledavaji ptidni prostiedi a tak vyhledavaji nového
hostitele. To bylo potvrzeno zvySenou aktivitou fosfatdz v kofenech, kde dochazi k naristu
aktivity i dalSich enzymu (Cullings et al., 2008).

ECM zastupci produkuji pomérné Sirokou Skalu extracelularnich degradacnich enzymt.
To jim zajiStuje vysokou univerzalnost a rychlé pfizplisobeni ménicim se podminkdm na
zéklad€ odlisné dostupnosti uhliku a v pfipadé ukonceni toku asimilati jsou schopné rychlé

reakce na meénici se podminky (Talbot et al., 2008). Zastupci hub v kofenech a pudnim
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prostiedi vykazovali obdobné slozeni beta diverzity, kdy podzemni houbové komunity byly
prostorové strukturované a ke zméné dochazelo na zékladé zmény dostupnosti organické

hmoty — tedy labilni ¢i obtizné rozlozitelné formé uhliku a dusiku.

Extracelularni enzymy vsak typicky produkuji saprotrofni zastupci, ktefi jsou hlavnimi
dekompozitory. Jedna se predevSim o zastupce z pododdéleni Basidiomycota produkujici
vyssi aktivitu vSech méfenych enzymii. Byva u nich detekovdana napt. fosfataza,
B-glukosidéza, N-acetylglukosaminid4za. Zatimco jiné enzymy, jako hemicelulazy ¢i lakazy
obvykle v takové mife produkovany nejsou. Obecné zastupci z oddéleni Basidiomycota
V porovnani se zastupci zodd€leni Ascomycota vykazuji vyssi aktivitu vSech enzymd,
s vyjimkou alkalické fosfatdzy, a-glukosidazy, N-acetylglukosaminidazy, a-mannosidazy a a-

fukosidazy (Eichlerova et al., 2015).

V porovnani se zastupci hub kolonizujici nadzemni ¢asti stromu (Picea abies) — jehlice
a nasledné¢ opad (svrchni horizonty plidy) se stejné, jako Vv ptipadé ECM jedna piedevSim
0 houby z oddé¢leni Basidiomycota a Ascomycota, kdy u téchto zastupcu byly detekovany
enzymy  celobiohydrolaza, [B-glukosidaza, p-xylosidaza,  N-acetylglucosaminidaza,
glukosiddzy, fosfatdzy a arylsulfatizy. VétSina jich produkuje také endocelulazu,
endoxylanazu a lakazu (Ziféakova et al., 2011). Vétina téchto nadzemnich dekompozitort
produkuje také hemicelulazy. Jediny rozdil, avSak vyznamny, je v produkci Mn-peroxidazy.
Tento enzym v ptipad¢é degradace jehlic a opadu byl zaznamenan pouze u nékterych hub,
vyhradné z oddéleni Basidiomycet.

Z literarnich zdroji vyplyva, Ze néktefi zastupci ECM produkuji extracelularni enzymy,
vyuzivaji pro degradaci kofenovych exsudatl, piipadné pro rozlozeni lignocelul6zového
komplexu a nasledné opusténi kofene svého hostitele. Pomoci téchto enzymii mohou vyuZzivat
C z pudniho prostiedi jako alternativniho zdroj v ptipadé nizkého piijmu C z asimilatd
od jejich hostitele. ECM maji velky vyznam v rozkladu a kolob¢hu latek.

I ptesto, ze vysledky mnohych studii podporuji zapojeni ECM hub do rozkladu organickeé
hmoty (Bodeker et al., 2014). Mechanismy, které ovliviiuji procesy degradace v borealnich

lesich — degradaci lignocelul6zového komplexu a humusu, kdy dochazi k mobilizaci

organické hmoty a zivin, dosud nejsou dostate¢né prozkoumany (Baldrian, 2009b).
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Souhrn

Za ptisunu asimilati bylo nejvyssi zastoupeni biomasy hub v kofenech (ECM 61 %),
kde ptevazoval rod Russula. V rhizosféte (ECM 58 %) a pudé (ECM 59 %)
pievazovaly rody Russula a Tylospora.

Po ukonceni toku asimilati doslo k nartistu saprotrofnich zastupcti (kotfen 98 %,
rhizosféra 85 %, puda 84 %). Bylo zaznamenano celkové zvySeni biomasy hub
a snizeni jeji diverzity v kofenech a naopak jeji signifikantni tbytek a narast diverzity
hub v rhizosféie a pudé.

Rok po ukonceni toku asimilati doslo k poklesu suché hmotnosti kotenti o 61 %.

Byla zaznamenéna preference nckterych saprotrofnich zastupcii pro urcity
kompartment. Pro kofen vykazovaly preferenci rody Mycena a Phialocephala. Pro
rhizosféru a pidu byla detekovana preference u rodtd Mortierella, Umbelopsis
a Cryptococcus.

Po ukonceni toku asimildtu se snizila abundance pivodné hojné se vyskytujicich
zastupcu z oddéleni Basidiomycota (z 67 % na 52 %) a doslo k nardstu Ascomycota (z
26 % na 30 %) a k vyznamnému nardstu Mortierellomycotina (z 5% na 10 %)
a Mucoromycotina (z 2 % na 8 %).

V kotenech doSlo ke zvySeni aktivity nékterych degradacnich enzymi - pfedevSim
celulaza, lakaza, B-glykosidaza a lipaza. Naopak v rhizosféte a piid¢ se aktivita vétSiny
degradacnich enzymu snizila.Vyjimkou je Mn-peroxidaza, jejiz aktivita se zvysila ve
vSech tfech kompatmentech.

V kotenech po ukonceni toku asimilatii doslo ke sniZeni obsahu N a tedy ke zvySeni
poméru C/N, ktery vSak do pil roku po ukonceni toku asimilati byl srovnatelny
S ptivodnim pomérem C/N za piisunu asimilati.

Kultivaci kotenli bylo ziskdno 18 riiznych zastupct hub, u kterych byla detekovana
rizna aktivita pro rizné degradacni enzymy.

Nejvyssi abundanci vykazovaly zastupci zodd€leni Ascomycota: Hypocrea
atroviridis a Hypocrea minutispora, u kterych byla detekovana primérna enzymaticka
aktivita pro vSechny métené degradacni enzymy. U hojné se vyskytujiciho zéstupce

Neonectria sp. Byla zaznamenana vysoka aktivita enzymu arylsulfataza.
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Zastupci s vyrazné niz8§i abundanci ojedinéle vykazovaly srovnatelnou enzymatickou
aktivitu, jako hojné¢ se vyskytujici H.atroviridis a H.minutispora. u jinych byla
zaznamenana vyssi produkce uréitého enzymu a tedy jeho specifita.

V piipadé zastupce Trichosporon sp. (Basidiomycota) byla detekovana vysoka aktivita
pro enzym fosfataza. U Penicillium lapidosum (Ascomycota) byla vysoka aktivita pro
enzym aryslsulfatdza a u Mucor sp. (Mucoromycotina) byla naméfena vysoka aktivita

enzymu [-xylosidaza.
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