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ABSTRACT

Bavendamm and spot tests are used to distinguish ligninolytic enzymes producted
by fungi. In these tests chemical reagents react as a substrate with the enzymes to form

products which are coloured.

Production of the ligninolytic enzymes is a typical feature of white-rot fungi. Anyway
we tried to verify information from the literature that following trophic groups of fungi could
synthetize these enzymes. So they would have saprophytic activity of WR fungi despite it is

possible that the enzymes might have other functions.

There were 27 species of fungi which were tested by 5 tests. We tested wood-
decaying fungi and the enzymatic tests proved that they could be used to detect the
ligninolytic enzymes even though there were some cases when would be more accurate to use

another methods of enzyme detection.

Tests also showed that it was not just the specific tool of white-rot fungi but also

mycorrhizal fungi synthetized ligninolytic enzymes.

In the end it was investigated the difference among fungi cultivated on a diverse
medium. Hygrophorus pustulatus and Suillus bovinus were find out to produce all tested
ligninolytic enzymes on MMN and KHO medium but not on BaF or MEA medium. Anyway
it is not statistically significant amount of tested fungi for I was limited by choice of fungi
in the collection of fungi and by their growth on only some medium. It is suggested that this

problem is worth of other investigation.



1. UVOD

1.1. Chemické slozeni dieva

Dievni hmota a dalsi rostlinny materidl (listy, plody) je tvofen bufikami, v jejichz
bunéénych sténdch je zastoupena predevsim celuléza, hemicelulézy a lignin. Tyto latky jsou
riznymi organismy, napf.baktérie, houby, hmyz, vyuZivany jako zdroj energie. Aby ji viak
organismy mohly ziskdvat, potfebuji vhodné rozkladné systémy. Zda organismy vlastni
degradacni enzymy nebo vyuZivaji rozkladné E&innosti organismd jinych, je pifedmétem

vyzkumu.

1.1.1. Charakteristika celulézy

Celuléza je dominantni slozkou zahrnujici pEiblizng 40 - 50 % susiny bunéénych stén
jak u jehlienatych, tak u listnatych dfevin. Ve dievé vystavovanému napéti se obvykle
vyskytuje ve vétsich procentech. Celulé6za je sacharid s pomérné pravidelnou strukturou, takze
muiZe slouZit organisméim vybavenym piislusnym enzymatickym aparatem jako snadno
dostupny zdroj uhliku a energie. Zékladem celuldzy je pimy fetézec tvofeny glukézovymi
Jednotkami spojenymi vazbou B - 1,4. Krystalickd struktura (micely) molekul celulézy vytvari
fibrily. Tato fibrilarni struktura je dileZita pti napéti, kterému je dievo vystavovano

(Rayner et Boddy 1988).

1.1.2. Charakteristika hemiceluloz

Hemicelulozy jsou polymery hexézy, pentézy nebo podjednotek uronové kyseliny.
Maji niz3i relativni molekulovou hmotnost; jejich fetdzec je kratsi, vétveny nebo pfimy.
Ve vétSi mife jsou hemicelulozy zastoupeny v listnagich (piblizng 25 - 40 %)
neZ u jehli¢natych stromt (25 —30 %). Prevlddajici hemicelulézou v listnagich je xylan (O-
acetyl 4-O-metylglukorono-xylan). Dal§im typem je glukomannan (O-acetylgalaktomannan),
ktery se udéavd v mnohem mensi mife, tak 3 - 5 %. Naopak u jehliénani jsou pfevladajici
slozkou glukomannany (asi 20 % sufiny bunéénych stén). V nékterych listnatych stromech
amodfinu byl nalezen daldi typ hemicelulézy - arabinogalaktan (arabino-4-O-

metylglukoronoxylan); pfitomny v jinych jehli¢nanech pouze ve stopovém mmnozstvi (Rayner
et Boddy 1988).
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1.1.3. Charakteristika ligninu

Lignin se nachdzi ve viech vys$ich rostlindch a dokonce iu kapradin; ve v&t§im
mnoZstvi je pfitomny v dfevé jehliénant (25 - 35 %) neZ u listnatych stromf (18 - 25 %)
s vyjimkou tropickych listnd&d. Lignin je pro rostliny nezbytny, protoZe jim zaru¢uje hlavng
pevnost a ochranu pied mikrobidlnim napadenim. Jednd se o amorfni latku, ktera je svou

stavbou unikatni (Obr. 1).
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Obr. 1 - Schematicky model ligninu. Hlavni podjednotky molekuly ligninu (de Jong et al. 1994)

Biosyntéza ligninu probiha jako néhodna polymerizace volnych radikald z kumaryl

alkoholu (p-hydroxyskoficovy alkohol : p-hydroxyfenylové jednotky), koniferyl alkoholu (4-

hydroxy-3-methoxyskoficovy alkohol : guaiakylové jednotky) asinapyl alkoholu (3,5-

dimethoxy-4-hydroxyskoficovy alkohol : syringylové jednotky). Je tak zformovén polymer
s nepravidelnou, neopakujici se strukturou, kde chirdlni atomy mohou mit jak L -, tak D—
konfiguraci a kde se vazby C - C, C - O vyskytuji v riizném poméru a viibec kde se zastoupeni
jednotlivych jednotek lisi (napf. jehlignany obsahuji hlavné guaiakylové jednotky, zatimco

listnage stejné mnoZstvi guaiakylovych a syringylovych jednotek).
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Tyto vlastnosti zplisobuji, Zeje lignin velmi rezistentni k mikrobidlni degradaci,
protoZe jen maélo organismi je vybaveno vlastnim biodegradaénim systémem, ktery by byl
schopny rozkladat substrat s takovym nedostatkem strukturni a prostorove pravidelnosti (Kirk
et Farrell 1987).

1.2. Trofické skupiny hub

Zjednodudené muiZzeme houby v ekosystému rozdglit na tyto skupiny (Klan 1989):
- houby parazitické (parazité rostlin, Zivogichi1 a hub)
- houby saprofytické (ziskdvajici uhlikaté Ziviny a mineraly z organickych litek riizného
ptvodu)

- houby mutualisticky symbiotické (symbionti rostlin, Zivogichti a piipadné hub)

1.2.1. Houby d¥evokazné

V souvislosti s vyzkumem enzymatickych systémt je pozornost vénovana piedeviim
houbam saprofytickym, jejichz zdroje Zivin jsou &asto znaéné odolné vidi plisobeni
fyzikélnimu i plisobeni Zivych organismu. Saprofytické houby vlastni velice i¢inné systémy
schopné rozklddat neZivy organicky materidl jako listi, vétévky (opad), mrtvé drevo.
Specializovanou skupinou hub jsou houby dfevokazné patiici mezi saprofyty, saproparazity

nebo parazity se saprofytickow aktivitou (Cerny 1989).

1. Hniloby dfeva zpiisobené houbami

Difevokazné houby byvaji rozlifovéany podle schopnosti degradovat jen celulézu nebo
celulézu a lignin. Charakter a pomér t&chto latek spolecné s hemicelulozami ma vliv

na kolonizaci substratu houbami a zpfisob, jakym je posléze substrat degradovan.

I a) Typy hniloby podle enzymatické vibavy dievokaznych hub
Existuji riizné zpsoby rozkladu dfeva — destrukéni a korozivni rozklad dieva
(Rypacek 1957).
a) Celulolyticky rozklad dieva
K destrukénimu typu rozkladu dieva patii Gervena nebo hnéda hniloba - oznadeni

podle zmé&ny barvy dfevni hmoty, kdy zpotatku nadervenalé dfevo hnédne uvoliiovanym

ligninem. AvSak pii rozkladu dochazi i k jinym zm&nam, kdy se dfevo stava lehké, lamavé,



ubyvé na vaze i objemu, kostkovité praskd. Houby vlastnici celulolytické exoenzymy jsou
Rypéackem (1957) oznaéovany jako houby celulosovorni.

Celuldzovy komplex =zahrnuje nejmén& tfi hydrolytické enzymy: exo-B-1,4-
glukondza, endo-f-1,4-glukondza, které rozitépi dlouhé celulézové fetézce
na dvouglukézové jednotky- celobidzu, pfi¢emZ exoglukondzy odstépuji celobidzové
jednotky od koncii celulézového fetézce a endoglukonazy St&pi celulozové Fetézce uvniti:
celobioza je rozStépena dalSim enzymem, B-glukesidazou, na molekuly glukozy. Tento typ
rozkladu ovldda napf. sitkovec dubovy, sirovec ZlutooranZovy, biezovnik obecny. Houby
jsou oznalovany jako brown-rot (BR déle v textu) fungi = houby zpiisobujici hnédou hnilobu
(Rayner et Boddy 1988).

B) Ligninolyticky rozklad dieva

Korozivni rozklad je zpGsoben houbami, které kromé celulolytického systému vlastni
enzymy i pro degradaci ligninu. Dfevo je svétlé (z toho plyne oznaeni bila hniloba), ztraci
na hmotnosti, avSak ne na objemu. Nékdy jsou ve dievé patrné otviirky, pak se fika hnilob&
vostinovita; zplisobuje ji napf. kofenovnik vrstevnaty. Korozivni rozklad vyvoliava mnoho
druhii hub, napf. Sedopérka osmahld, troudnatec kopytovity, ohfiovec obecny (Rypadek 1957).
Houby jsou oznacovany jako white-rot (WR dale v textu) fungi = houby zpGisobujici bflou
hnilobu (Rayner et Boddy 1988); Eesky také jako houby ligninovorni (Rypadek 1957).

Jako zvlastni typ hniloby je uviddéna mékka hniloba, ke které dochdzi ve velmi
teplém, vlhkém obdobi. Podle nékterych autord zahrnuje rovn&z degradaci ligninu, ale
polysacharidy jsou stravovany pfednostné. Podileji sena nihlavné vieckovytrusé houby
napf. dievnatka parohatd, dfevomor kofenovy; v mensi mife houby stopkovytrusé napi.
pevnik nachovy. Houby plisobici m&kkou hnilobu jsou oznadovény jako soft - rot fungi (Kirk
et Farrell 1987).

IL. Biodegradace ligninu

Pro nepravidelnou strukturu ligninu s vyskytem chirdlnich atomti je nutné, aby
biodegradace byla nespecificky, extracelularni, oxidativni proces, kdy uréité G&asti
ligninolytického komplexu zahajuji nehydrolyticky rozklad ligninu. Bylo objeveno, Ze se
poatek degradace ligninu shoduje se sekreci H,O, a Ze jsou v pritbdhu reakce piftomny

waktivni kyslikové druhy®, z nichZ OH™ radikaly vznikaji Fentonovou reakei:

Fé** + H,0, — Fe** + OH + OH~



Tento radikal zpisobuje oxidaci fenolickych inefenolickych &asti ligninu, protoZe
je znacné reaktivni oproti O, ktery je dal§im z aktivnich kyslikovych druht prokdzanych
in vitro (Rayner et Boddy 1988).Kromé toho se také vyskytuje jiny mechanismus, kdy oxy-
ferryl komplex, spojeny vesvé funkci slignindzami zptsobuje $tépeni jednotlivych
podjednotek ligninu, jednoelektronovou oxidaci mnoha ligninovych aromatickych kruhti
a katalyzuje vytvoreni volnych radikalt kationtli. Tyto nizkomolekuldrni kationtové radikaly
reaguji bud’to kazdy s kazdym, nebo s molekularnim kyslikem a podstupuji radikdlovou
terminacni reakci, anebo jako ,,Palmer skupiny* difunduji z enzymu do kostry ligninu, kde
reaguji s polymerem a zptsobuji dal$i depolymerizaci (Bumpus et Aust 1985).

Priibéh degradace ligninu je schematicky zachycen na Obr. 2.
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Obr. 2 — Ligninolyticky systém WR houby Phanerochaete chrysosporinm (de Jong et al. 1994)

II. a) Extraceluldrni enzymy dievokaznych hub

Mezi extraceluldrni enzymy ligninolytického systému patii hlavné lignin peroxidaza,
manganova peroxidaza, lakaza, aryl alkohol oxidaza apopt. glyoxal oxidaza
a peroxidaza. Ne vSechny jsou produkovény vSemi houbami zptsobujicimi bilou hnilobu;
napt. Phellinus igniarius, ac patii mezi WR houby, vyznaCuje se pouze produkci lakazy,
zatimco Bjerkandera adusta produkuje vechny ligninolytické enzymy, nékdy s vyjimkou
lakazy.

Lakaza se Casto pouzivd jako enzym slouzici k rozliSeni, zda se jedna o WR- houbu, které ji

zpravidla syntetizuji, nebo houby zptsobujici hnédou hnilobu, které lakazu nevytvéieji. Je to



rozliSeni ponékud nespolehlivé, protoZe tieba zminénd Sedoporka osmahld nemusi
a Phanerochaete chrysosporium nesyntetizuje lakiazu. Casto také zalezi na chemickém
sloZeni média, na kterém jsou kultury hub péstovany a na kterém se potom pomoci ,.barvicich
technik,, enzymy dokazuji. Je zajimavé, Zejsou to hlavné mineralné chuda média, kterd
provokuji houby k syntéze riznych enzymt. Byly napf. sledovéany aktivity ligninolytickych
enzymt (lakdza, peroxiddiza, mangan dependentni peroxidizaa lignin peroxidaza)
u Phlebia radiata. Hodnoty enzym. aktivity lakdzy a peroxidazy v kultufe rostouci na médiu
bez veratryl alkoholu (sekundéarni metabolit produkovany spolu s ligninolytickymi enzymy)
a s limitovanym obsahem dusiku dosahovaly svych vrchol 10,8 U/l a4,3 U/l desaty a Sesty
den po inokulaci kultury. Aktivita mangan peroxidazy byla nevyznamna. V souvislosti s tim,
hodnoty lakdzy, peroxiddizy amangan peroxidazy v kultufe bez veratryl alkoholu
a nelimitovanym dusikem &inily 2,9 U/l , 3,0 U/l a1,0 U/l sedmy, Sesty aS3esty den
po inokulaci. Aktivita lakdzy v kultufe s limitovanym obsahem dusiku a doplnéné veratryl
alkoholem vrcholila den po inokulaci hodnotou 597 U/l ! Aktivity dalSich enzymi byly
bezvyznamné (Krémat et Marais 1996).

Aktivita lignin peroxiddzy nebyla detekovatelna v Zadné z kultur (Krémaf et Marais 1996).

Dokonce podle de Jong a kol. (1994) Phiebia radiata peroxiddzu vibec neprodukuje.

o) Charakteristika jednotlivych enzymi ligninolytického aparatu

Nejéastdjsi enzymy ligninolytického systému zahrnuji extraceluldrni peroxidazy,
lakizy a H,O, - produkujici oxidazy.

Reakce katalyzované fenoloxiddzami (lakazy a peroxidazy - lignin peroxidaza,
mangan (dependentni) peroxidiza) jsou velmi podobné, protoze mohou katalyzovat oxidaci

fenolickych slougenin a takto plisobit na vznik fenoxylovych radikald.

LAKAZA
- benzendiol : kyslikovd oxidoreduktdza, EC 1.10.3.2., jsou méd’ obsahujici enzymy.
Katalyzuji Gtyf-elektronovou oxidaci mnoha hlavné polyhydrickych fenolickych sloucenin
a simulténni &tyi-elektronovou redukei molekuly kysliku za vzniku vody. Jedna se o N- nebo
O-glykosylovany protein, ktery je produkovéan témé&f vSemi WR houbami a jeho produkce
je zAvisla na podminkach kultury (!). Enzym je znam v konstitutivni 1 inducibilni formé, ktera
mé vy&$ enzymovou aktivitu. Lakdza oxiduje (fenolické) sloudeniny s relativné niZ$im

ionizaénim potencidlem (Ein < 0,81 V) jako napt. 1,2,4,5 - tetramethoxybenzen na piislusné



kationtové radikély (de Jong et al. 1994).

PEROXIDAZY

Lignin - peroxidaza

- EC 1.11.1.-, monomericky N- a O- glykosylovany protein se &étyfmi disulfidickymi
vazbami. Obsahuje Fe protoporfyrin IX jako prostetickou skupinu. Jeho pH optimum 3
je neobvykle nizké. Je produkovan jako skupina blizce pifbuznych izozymfi s molekuldrni
hmotnosti od 38 do 43 kDa. Enzym byl objeven v ligninolytickém systému Phanerochaete
chrysosporium a je produkovdn mnoha WR houbami; je schopny depolymerizovat lignin
(St€peni nefenolickych podjednotek ligninu), oxidovat a depolymerizovat §kdlu dimerti
a oligomerd strukturné piibuznych ligninu a dale katalyzovat produkei aktivovaného druhu

kysliku (O;7) zaucasti HyO; (reakéni produkty lignin peroxidizy jsou zachyceny

na Obr. 3),
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Obr. 3 - Reakéni produlty lignin peroxiddzy katalyzujici oxidaci veratryl alkoholu
(de Jong ct al. 1994)
- exprese genti lignin peroxidazy je regulovana inversni funkei Mn" koncentrace, (ktera vsak
nema vliv na mnoZstvi biosynthetizovaného veratryl alkoholu chraniciho lignin peroxidazu
pred u€inky peroxidu vodiku),- bylo zji§téno, Ze rychlost rozkladu ligninu je mnohem véts

vpfitomnosti lignin peroxidzizy a Ze pii degradaci synthetického ['*C] - ligninu na '*CO,

vvvvvv

Mangan (dependentni) peroxidiza
- EC 1.11.1.-, glykoprotein (46 kDa) obsahujici Fe protoporfyrin IX jako prostetickou

skupinu. Jednd se o skupinu blizce piibuznych enzymd, které mohou byt kédované u riiznych



rodd riznymi geny (Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor) jako je tomu
ulignin peroxidazy, exprese peroxidizovych genti jeregulovana piimou funkei Mn"
koncentrace,

- enzym katalyzuje depolymerizaci a oxidaci nékolika fenolickych substrati zahrnujicich
lignin ajerovn€Z schopen degradace vysokomolekuldmich chlorolignind. Dokonce bylo
overeno, Ze spektralni charakteristiky mangan peroxidazy a jejiho katalytického cyklu jsou
velmi podobné lignin peroxidaze; hlavni odlisnost mezi mangan peroxidazou a dal$imi
fenol oxiddzami spociva ve schopnosti enzymu pifmo oxidovat Mn" na Mn"! bez ugasti jak
fenolickych, tak nefenolickych kosubstratt (zatimco lignin peroxidaza potiebuje ke generaci
Mn'"' pienages naboji — veratrylalkohol alakdza pfitomnost néjakého fenolu napf. m-
krezolu),

- pfevazné mangan peroxidiza je zodpovédna za dekolorizaci dieva podléhajiciho
ligninolyze,

- odlisny prabéh oxidace veratryl alkoholu mangan a lignin peroxidizou je naznacen

pribéhem reakce na Obr. 4.

CHOH o, Ho0p ~ CHO
AAO ‘
A |
R3 “Ri1 R3 R1
R2 R2
Substates:

Benzyl alcohot R1=R2=R3=H

Anigy! alcohot R1=R3=H, R2=0CH 3

Veratryl alcohol: R1=R2-0CHjz, R3=H
3-Chloro-anisyl alcohol; R1=Cl] R2=0CHg, R3=H
3.5-Dichloro-anisy! alcohot R1=R3=Cl, R2=0CH3

Obr. 4 - Oxidace veratryl alkoholu mangan peroxidizou a lakdzou (de Jong et al. 1994)

Peroxidizy (mangan alignin) narozdil odlakizy oxiduji slouceniny s vy3sim
ionizatnim potencidlem (E;» < 1,06 - 1,12 V), pfiCemzZ presnd oxida¢ni aktivita mangan
peroxidiazy neni zndma.

Samozfejme existuji daldi peroxiddzy, které viak nejsou presng charakterizované:
piikladem je tfeba ,,horseradish® peroxidsaza majici podobny katalyticky cyklus jako lignin

peroxidiza (de Jong et al. 1994).



H,0, PRODUKUJICI ENZYMY
Aryl alkohol oxidaza
- u Pleurotus eryngii se jednd o glykoprotein (72,6 kDa) obsahujici FAD jako prostetickou
skupinu; je extraceluldrni a houbdm slouZi jako systém k produkei extracelulédrniho peroxidu

vodiku (Obr. 5),

CHoOH [ chon 7] _ cHo
MNP/ Thiol 02 Oé
BT s 4
OCHg OCHg OCH3
OCHg OCHg | OCHg
s 2 T
[ cHyon 7]
' OCHg
| OCHg |

Obr. 5 - Reakéni mechanismus aryl alkohol oxiddzy a chemické struktury sekunddrnich metabolitd,
které jsou pro aryl alkohol oxiddzu substritem (de Jong at al. 1994).

- tento enzym oxiduje aromatické alkoholy na aldehydy a redukuje O, na H,0,

- enzym mavy3Si aktivitu snefenolickymi aryl alkoholy, ale ukazuje rovnéZ aktivitu
s alifatickymi alkoholy s konjugovanymi vazbami; &im vice dvojnych vazeb, tim Iépe (se 4-
hydroxy-substituovanymi aryl alkoholy ukazuje redukei popiipadé zadnou aktivitu).

Soucasti redoxniho cyklu jespolu saryl alkohol oxiddzou také aryl alkohol
dehydrogenaza detekovand pouze vmyceliu, kde redukuje aromatické aldehydy
v piitomnosti NADP".

Jsou znamy dalSi systémy obsahujici enzymy s produkci H,Os; napf. extracelularni
glyoxalat oxidiza, mangan dependentni peroxidiza (vznik H,O,, kdyZ MnP katalyzuje
oxidaci NAD(P)H), pyranoso 2-oxiddza nebo intraceluldrni methanol oxiddza, glukoso

1-oxidaza ... (de Jong et al. 1994).
Pouzité zkratky : MnP = mangan peroxidaza, LiP = lignin peroxidaza, AAO = aryl alkohol

oxiddza, VA = veratryl akohol, VA™ = radikdlovy kation veratryl alkoholu, Vald

= veratralaldehyd
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B) Zptsoby detekce ligninolytickych enzymi

Ligninolytické enzymy byvaji testovany jak kvalitativnimi, tak kvantitativnimi
enzymatickymi testy.
Zatimco kvantitativnimi testy jsme schopni zjistit enzymatickou aktivitu pfislusného

enzymu (fotometrické metody), kvalitativni testy ovéfuji pouze jeho produkci houbou.

Chemickd testovaci ¢inidla slouzi piitom jako substrat pro ligninolytické enzymy; reaguji
snimi za vzniku produktu, ktery je barevné odliny. Tak je mozné u kvalitativnich testi
detekovat pfitomnost enzymu piimo na Petriho misce, kde kultura houby roste, pouze

pfidanim kapky ¢inidla (Nobles, lakazovy, peroxiddzovy test) nebo pfipravenim pidy,

do které bylo Cinidlo déno jeSté pied kultivaci a kde v prib&hu rtstu kultury dochézi

k barevné zméné (Bavendamm test).

Testy jsou hodnoceny podle barevné zmeény, kterd odpovida pfitomnosti uréitého
enzymu produkovaného houbou.

Historie testovéni ligninolytickych enzymt zapodala v dobég, kdy Bavendamm (1928)
prokdzal u nékterych hub schopnost syntetizovat polyfenoloxiddzy. Pouzil testu, kdy

do média piidal kyselinu gallovou nebo tanninovou. P¥i oxidaci fenolického substratu

fenoloxidazou doslo k rozptyleni hnédého zbarveni na kultivaénim médiu. Takto pozitivng

vSak reagovaly pouze WR houby, zatimco BR houby se neprojevily.

Jinou metodu vyvinula Nobles (1958), ktera testovala pf{tomnost polyfenoloxidiz pomoci

gum guaiaku, kapkového testu, ktery vede v piipadé pozitivniho vysledku k modrému
Kidrik (1965) objevil lakdzovym testem, Ze WR houby syntetizuji na rozdil od BR

hub lakdzu. Test mize byt provadén pomoci tfi chemickych reagents: syringaldazinu, kdy

reakce je rud4 barva) a guaiakolu, coz se projevi vznikem hnédodervenych pigmenti.

Krome téchto enzymii jsou Casto testovany peroxidazy za pouZiti pyrogallolu. Reakci
dojde k vytvoreni smési produktti, kde je hlavnf sloZkou ,,purpurogallin“(Marr 1979).
Dalsi metody opét vyuZivaji barevné zmény, kterd prob&hne, ptida-li se pfihodny substrat
(chemické €inidlo) — fenol, p-krezol, L-tyrozin aj. Nékteré je mozné pouzit v kvalitativnich

i kvantitativnich testech; napt. barvivo Poly B-411. Poly R-481 (Gold et al. 1988).

Jakeé enzymy jsou dokazovany jakymi druhy ¢inidel, vyplyva z Tab. 1.



Tab. 1 -Enzymy reagujici s fenolickymi substriaty pouZivanymi v enzymatickych testech (Gramss et al. 1998)

kyselina | kyselina gum pyrogallol
galovd | taninové | guaiak | a-naftol | p-kresol | -H,0, +H,0,
Katechol oxidaza
EC 1.10.3.1 + + + + +
(o-difeniol oxiddza, polyfenol
oxidaza)
Lakaza EC 1.10.3.2 + + + - + +
(p-difenol oxiddza)
Monofenol monooxiddza
EC 1.14.18.1 (tyrozin, krezol, + + + - + + +
polyfenol oxidaza)
Peroxiddza £C 1./1.1.7 - - - - — — +

1.2.2. Houby mykorhizni

Princip symbidzy houby srostlinou spoéivd zjednoduSené ve vyméng produkti

fotosyntézy (cukry) za mineralni latky (fosfor, voda).

V mnohych extrémnich stanovistich

jsou v mykorhize zG&astnény houby, které

proteolytickymi enzymy uvoliiuji organicky vazany dusik — erikoidni mykorhiza (Read 1990).

Houby ektomykorhizni se vyskytuji v zavislosti na mnoZstvi organické hmoty, opadu,

v lese (Tyler 1984).

Pii enzymatickych testech byly u nékterych hub s t€mito typy mykorhizy prokazany

enzymy, kieré jsou soucdsti ligninolytického systému dievokaznych hub (Gramms et al.

1998).

L. Produkce enzymii ligninolytického apardtu mykorhiznimi houbami

Zkoumanim mykorhiznich hub bylo zjisténo, Ze nékteré druhy dokaZi mineralizovat

rostlinny material. Vedle rozkladu pfirozenych ligninoceluldznich substrati, rozkladaji také
organopolutanty jako atrazin, polychlorované bifenyly. Odpovédny enzymaticky systém viak
neni znam, ale je pravdépodobné, Ze je svou funkei pifbuzny ligninolytickému systému
dievokaznych hub. Byly detekovany tyto enzymy — polyfenoloxidizy, lakazy, peroxidizy
(Gramss et al. 1998).

Mykorhizn{ houby byly testovény kvalitativnimi enzymatickymi jiz dive. Lindeberg
(19438) testoval Bavendamm testem zna¢né mnozstvi mykorhiznich hub a ukézal, Ze n&které
napt. Boletus subtomentosus, Lactarius torminosus, vykazuji velmi silnou pozitivni reakei;
tzn., Ze produkuji polyfenoloxiddzy, které rozklddaji fenolické sloudeniny pfidané
do kultivaéniho média, coZ se barevné projevi.

Dald{ testy provedla Marr (1979), kterd pouZila jinych testd a zjistila piitomnost

lakdzy, tyrozinizy, peroxidazy napf. u Amanita rubescens, Hygophorus borealis.



V pribehu let byly mykorhizni houby dile testovany a produkce enzymi slouzila
hlavné jako taxonomicky rozlifovaci znak — pf. je oddéleni rodu Plicaria od rodu Peziza
(Egger 1987). ProtoZe ektomykorhizni houby v &isté kultufe vlastni jen malo nebo 4adné
mikromorfologické struktury slouzZici k odliSeni jednotlivych druhii, centrem zdjmu se stala
biochemické a fyziologicka charakteristika ektomykorhiznich hub ve spojeni s jejich
morfologii (Hutchison 1990).

Vyzkum degradacnich enzymii mé svou dilleZitost rovnéZ z ekologického hlediska.
PiestoZe funkce fenoloxidiz u ektomykorhiznich hub neni zcela objasnéna, predpoklada se,
ze produkce téchto enzymii ma stejné jako celulolyticky aparét roli pii penetraci stény buiiky
kofene hostitelské rostliny a vytvofeni mykorhizy (Ramstedt et Soderhill 1983). Spole¢né
s jinymi degradacnimi enzymy jsou pravdépodobné diileZité pfi vyuZiti nutridnich slozek
z bun€k symbionta (Cairney et Burke 1998).

Je viak moZné, Ze fenoloxidazy maji dal§i nebo jiny vyznam, napf. v regulaci
mikrobialnich symbiéz vytvafenych rostlinou, v saprofytickém zptsobu zi{skavani potravy,
pfipadné diky nespecifické oxidaci jako ochrana rostliny pfed polutanty vyskytujicimi se
v Zivotnim prostfedi (Gramss et al. 1998).

Pongkud spekulativni je u mykorhiznich hub pfitomnost peroxidiz (¢aste¢ny enzym
fenoloxiddz), které se ucastni vzniku radikal uplatiujicich se pfi iniciaci degradace ligninu.
Ektomykorhizni a houby tvoiici erikoidni mykorhizu produkuji peroxid vodiku, ktery reaguje
s zelezem pfitomnym v substratu, popf. kultivaénim médiu, tfeba jen v nepatrném mnozstvi.
Tato reakce vede ke vzniku radikalth majicich za nasledek nespecifické oxidagni procesy.
Proto testy vyuZivajici ve svych postupech Zeleza, pfipadné jeho sloudenin, obsahuji falesné
vysledky (Cairney et Burke 1998).

Otazky, do jaké miry jsou mykorhizni houby schopny degradaéni aktivity a jak jsou
ve svych Zivotnich strategiich zavislé a ovlivnéné interakcemi se saprofytickymi organismy,

by mély byt podnétem pro dalsi vyzkum.



2. CIL PRACE

Mym tkolem bylo:

1) testovat vybrané druhy hub metodami kvalitativniho stanoveni ligninolytickych
enzymu

2) zjistit rozdilnosti v produkei ligninolytickych enzym u riiznych druhit hub

3) zaznamenat odliSnosti v produkei ligninolytickych enzymiti u hub péstovanych
na rozmanitych meédiich, popf. u hub, které jsou stejnym druhem, ale jinym

kmenem



3. MATERIAL A METODY:

3.1. Ziskani izolati

Pouzila jsem houby izolované v letech 1976 aZ 1998, které jsou souddsti sbirky

dievokaznych a mykorhiznich hub (pti UEK AVCR a BF JU v CB).

3.2, Napéstovani kultur hub
3.2.1. Priprava kultivaénich médii

Kultivatni média byla pfipravovana vafenim v Erlenmayerovych baikéch, poté
sterilizovana v autokldvu (vyrobce Chirana; Ceska Republika) pii tlaku 100 kPa a teploté
120 °C a za horka ve sterilnim boxu (vyrobce Gelaire; Kanada) byla rozlévana do Petriho

misek o priméru 70 mm; 10 ml média/ Petriho miska. Jednalo se o typy ptid uvedené v Tab. 1.

Tab. 2 - Druhy pouZitého kultivaéniho média

KHO pida
NH4Cl-05¢
KH,PO,4-0,5 g
MgSO, - 7TH,0- 0,5 g
Fey(S04)3- 0,05 g
GLUKOSA -5 g
MALT EXTRAKT -5 ¢
KASEINOVY HYDROLYZAT -1 g
AGAR-15¢g
doplnit do 1 1 destilovanou vodou; pH 5,5

MMN puda
(NH4);P0O4-0,25 g
KH,PO,-0,5¢
MgSO,- 7TH,0 - 0,05 g
NaCl-0,025 ¢
CaCl,-0,05 ¢
FeCls- 1,2 ml 1% roztok
GLUKOZA - 10 g
MALT EXTRAKT -3 g
THIAMIN - 100 pg
AGAR-10¢g

doplnit do 1 1destilovanou vodou; pH 5,5-5,7

MEA puda
MALT EXTRAKT -20 g

AGAR-13g
doplnit do 1 1 destilovanou vodou

BaF piida
KH_’;PO4 = 0,5 g
MgS0Oy - TH.0 - 0,5 ¢
C&Clg -0,1 g
PEPTON-2g
GLUKOZA -30 g
KVASNICOVY EXTRAKT - 0,2 ¢
AGAR-15¢g
FeCl5- 6H,0 - 1 ml 1% roztoku
ZnS0y4 - TH>0 - 0,5 ml 0,2% roztoku
MnSQO, - 5 ml 0,1% roztoku
THIAMIN - 50 pg
BIOTIN - 50 ug
KYSELINA LISTOVA - 10 pg
PYRIDOXIN - 50 pg
ANTIBIOTIKA(do 10 ml vody):
-STR-1¢g
-PNC-0,8g
-CHLP-0,8¢g
doplnit do 1 | vodou

Pozn.: MEA piida je béZné médium pro izolaci a kultivaci saprofytickych hub; KHO, MMN, BaF pldy jsou

specidlni média pro izolaci a kultivaci mykorhiznich hub.
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3.2.2. Ockovini

Ockovéni hub probihalo ve sterilnim boxu za sterilnich podminek. Izoléty, jejichZ staii
je uvedeno v Tab.2, byly pfemistény pomoci mikrobiologického nafadi ze zkumavek,
(ve kterych jsou houby ve sbirce uchovény), do Petriho misek s pfipravenym kultivaénim
médiem pfiznivym pro rast daného kmene (ovéfeno ze zaznamt ristu izolatu).

K napéstovéni jednoho kmene je tieba pouzit 1-5 Petriho misek, protoZe dochdzi
k Casté kontaminaci kultur pfi manipulaci s nimi. Nartst kultury ve zkumavce v8ak obvykle
neni dostate€ny, a je nutné nejprve kulturu na Petriho misce ,,pfedpéstovat” a po uréité dobé
(zalezi na rtistové rychlosti daného kmene) kulturu pomoci korkovrtu pfemistit do dal3ich

misek se stejnym typem kultivaénfho média. Ukéazky péstovanych kultur jsou v pfiloze 8.2.1.

Tab. 3 — Stari jednotlivych izolati ve sbirce mykorhiznich a dfevokaznych hub

Kmen Druh Rok izolace
R2 Amanita rubescens 1991
11/94 Armillaria borealis 1994
45 Boletus aestivalis 1983
4/94 Fomitopsis pinicola 1994
17/94 Gymnopilus junonius 1994
35/94 Hericium clathroides 1994
L16 Hygrophorus olivaceoalbus 1986
148 Hygrophorus pustulatus 1986
38/94 Ischnoderma resinosum 1994
39/94 Ischnoderma resinosum 1994
X1/4 Lactarius piperatus 1976
94/94 Laetiporus sulphureus 1994
X/10 Lycoperdon pyriforme 1987
75/94 Oudemasiella mucida 1994
30/94 Phellinus igniarius 1994
45/94 Phellinus igniarius 1994
65/94 Phellinus robustus 1994
66/94 Phellinus robustus 1994
35/97 Pholiota aurivella 1997
13/94 Piptoporus betulinus 1994
97 Pleurotus dryinus 1997
10/97 Pleurotus ostreatus 1997
30/97 Postia fragilis 1997
K/TV Psilocybe cyanescens 1992
20/5 Russula ochroleuca 1989
X/8 Suillus bovinus 1987
B206 Suillus grevillei 1987
3/98 Trametes hirsuta 1998
12/97 Trametes serialis 1997
VII/1 Xerocomus badius 1985

Pozn.: Nomenklatura hub fidu Aphyllophorales je upravena podle
Jiilicha (1984); nomenklatura hub Fidu Agaricales a Boletales podle
Mosera (1983).
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3.2.3. Vlastni kultivace

Houby byly kultivovany v termostatu (vyrobce Laboratorni piistroje Praha) pii 22 °C.
Kontrola probihala zpravidla po tydnu a testovaci “zptisobilost“ hub byla hodnocena v mm

podle délky narostlého mycélia; max. primér Petriho misky.

3.3. Enzymatické testy

Testy byly kvalitativni, tzn. nezjistovala jsem mnoZstvi, resp. aktivitu enzymd, ale

pouze jejich vyskyt. Byly testovany tyto enzymy:

FENOLOXIDAZA ( BAVENDAMM TEST )
EXTRACELULARNI OXIDAZA ( NOBLES TEST )

LAKAZA ( o-NAFTOLOVY TEST A GUAIAKOLOVY TEST )
PEROXIDAZA (PYROGALLOLOVY TEST)

Byly pouzity testy:

I) Noblesové test

- diikaz extracelularnich oxid:iz

- kapkovy test: na mycélium se piida kapka z roztoku vytvoteného z 2 g gum guaiaku
v 96 % ethanolu (100 ml)

- mycélium se v misté aplikace zbarvi temné& modre, zelené (Nobles 1964)

1) Test na pritomnost lakizy I (lakdza je jednim z enzymi fenoloxidiz)

- kapkovy test: na mycélium se pifidd kapka z 0,1 M roztoku guaiakolu (1,24 g)

v 96 % ethanolu (100 ml)

- mycélium se v pfisluSném misté zbarvi rzove, Gervené aZ ervenohnédé (4 - 24 h) (Rayner
et Boddy 1988)

IIT)  Test na pritomnost lakazy 11

- kapkovy test: na kolonii se pfidd kapka z 0,1 M roztoku o- naftolu (1,44 g) v 96 %
ethanolu (100 ml)

- fialové aZ purpurova (4 - 24 h) (Rayner et Boddy 1988)

IV) Test na piitomnost peroxidaz

- degradace peroxidu

- kapkovy test: do kolonie se piida stejna kapka z 0,4 % peroxidu vodiku a 1 % pyrogallolu
ve vodeé (10 g pyrogallolu ve 100 ml vody)

- zbarveni je oranZovoZluté, oranZovocervené, Zlutohn&dé (4 - 48 h) (Rayner et Boddy 1988)

Y) Bavendamm test

- dikaz fenoloxid:iz

- houby rostou na médiu 5 g kyseliny tanninové a galaktové + 20 g agaru, 15 g maltézového
extraktu a 11 destilované vody

- po tydnu se v mycéliu rozptyli hnéda barva ( Rayner et Boddy 1988 )
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Priibéh t&chto kvalitativnich testll byl hodnocen tak, Ze byla zaznamendna zména, kter

nastala (+) nebo nenastala (-).

Hodnoty byly odeéitany po &asovych intervalech 10 min, 30 min, 1h, 3 h, 5 h.

Vzniklé barevné zmény probéhly v intervalu tif az péti hodin.

18



4. VYSLEDKY

Vyhodnoceni testovanych hub je uvedeno v Tab. 2 a Tab. 3.

CtyHi druhy pouZitych testt jsou obsazeny v Tab. 2. Nobles test ukazuje, zda
viibec houba produkuje néjaké extracelulirni oxidizy, mezi které patii viechny dalgi
detekované enzymy (lakaza, peroxidaza).

Tab. 4 - ZjiSténé piitomnosti enzymi kvalitativnimi kapkovacimi testy u kultur hub riiznych trofickych skupin

Trofické }] II) III) V)
skupiny | Kmen Pouzité druhy hub/testy Nobles test (lakdzovy | lakdzovy | peroxidizovy | Kultivaéni
hub test I test 11 test médium
M R2 Amanita rubescens + + + + BaF
P-S 9/94 | Armillaria borealis + + + + MEA
M 45 Boletus aestivalis + + + + BaF
M 45 Boletus aestivalis, e + + + + KHO
P-S 4/94 | Fomitopsis pinicola + - - - MEA
P-S 17/94 | Gymnopilus junonius + + + + MEA
S 35/94 | Hericium clathroides + + + e MEA
M L16 Hygrophorus olivaceoalbus + = = = BaF
M L48 Hygrophorus pustulatus + @ + + BaF
M L48 Hygrophorus pustulatus + + + + MMN
S 38/94 | Ischnoderma resinosum o + oo + MEA
S 39/94 | Ischnoderma resinosum + + + + MEA
M XI/4 | Lactarius piperatus + - - - KHO
S-P | 94/94 | Laetiporus sulphureus + - - + MEA
S X/10 | Lycoperdon pyriforme + - - + KHO
S-P 75/94 | Oudemasiella mucida + + - -+ MEA
S-P 30/94 | Phellinus igniarius + - - - MEA
S-P 45/94 | Phellinus igniarius + +/- + + MEA
S-P 65/94 | Phellinus robustus + + + - MEA
S-P 66/94 | Phellinus robustus + + + 2 MEA
S-P 35/97 | Pholiota aurivella + + + 1 MEA
S-P 13/94 | Piptoporus betulinus + & . < MEA
S-P 97 Pleurotus dryinus + s - . MEA
S-P 10/97 | Pleurotus ostreatus + + + + MEA
S-P 30/97 | Postia fragilis N 5 = . MEA
S K/IV | Psilocybe cyanescens " 5 - - MMN
M 20/5 | Russula ochroleuca + - - - KHO
M 20/5 Russula ochroleuca + - - - MEA
M X/8 Suilhus bovinus + + + + KHO
M X/8 Suillus bovinus + - - - MEA
M B206 | Suillus grevillei + - +/- - BaF
S 3/98 | Trametes hirsuta + + + 3 MEA
S 12/97 | Trametes serialis + + + T MEA
M VII/1 | Xerocomus badius +/- +/- ol - KHO

Vysledky Bavendamm testu, ktery slouzi k detekci femoloxidiz patifcich mezi
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extraceluldrni oxidazy, jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 5 - ZjiSténé pFitomnosti fenoloxidaz u testovanych hub

Troﬁc!::l:)kupmy Kmen Pouzité druhy hub/testy Bavendamm test
M R2 Amanita rubescens +
P-S 9/94 Armillaria borealis /
M 45 Boletus aestivalis +
P-S 4/94 Fomitopsis pinicola <
P-S 17/94 Gymmnopilus junonius +
S 35/94 Hericium clathroides +
M L16 Hyvgrophorus olivaceoalbus .
M 148 Hygrophorus pustulatus +
S 38/94 Ischnoderma resinosum +
S 39/94 Ischnoderma resinosum +
M X1/4 Lactarius piperatus /
S-M 94/94 Laetiporus sulphureus A/
S X/10 Lyecoperdon pyriforme /
S-P 75/94 Oudemansiella mucida /
S-P 30/94 Phellinus ieniarius +
q-p 45/94 Phellinus igniarius +
S-P 65/94 Phellinus robustus +
S-P 66/94 Phellinus robustus +
S-P 35/97 Pholiota aurivelia +
S-P 13/94 Piptoporus betulinus .
S_P 97 Pleurotus dryinus /
S-P 10/97 Pleuwrotus ostreatus +
S-P 30/97 Postia fragilis i
S K/TV Psilocybe cyanescens -
M 20/5 Russula ochroleuca /
M 20/5 Russula ochroleuca /
M X/8 Suillus bovinus /
M X/8 Suiltus bovinus /
M B206 Suillus grevillei +/-
S 3/98 Trametes hirsuta 3
S 12/97 Trametes serialis /
M VII/1 Xerocomus badius /
Pozn.: Vysledky nékterych barevnych reakei jsou uvedeny v piiloze 8.2.2.
Vysvétlivky:
M = mykorhizni symbiont
S = saprofyt
P = parazit

/= test neproveden, kultura na daném médiu neroste

+ =reakce pozitivni; pravdépodobna pfitomnost enzymu

- =reakce negativni; enzym se danym testem nepodafilo dokdazat

+/- = reakci neni mozno objektivné zhodnotit ( pfilis slaba, vysledek barevné reakce
interferuje s barvou mycélia )

o =reakce Boletus aestivalis rostouciho na KHO je pfi enzymatickych testech
silngjsi

Typ pouzité pady:

KHO = KHO ptda, BaF = BaF pida, MMN = MMN ptida, MEA = MEA pitida
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5. DISKUZE

5.1. Enzymatické testy hub

Z publikovanych praci je moZné zjistit, které shodné enzymatické testy byly

provadény u druhi hub jako byly pouZity v mych pokusech. Dosazené vysledky jsou

zachyceny v nasledujici Tab. 4.

Tabh. 4 — Literarni iidaje o enzymatickém vybaveni sledovanych druha

Bavendamm test| Nobles test — Lakdzovy test Peroxidizovy

Druh houby/testu — fenoloxidazy | extracelularni (testovaci ¢inidla) test
oxidz'lzy o-n g S

Amanita rubescens _7 ,+ 1) + 7), + 10 — 6), + 10 + 6.7 L6, 1]
Fomitopsis pinicola 3 _3
Ischnoderma resinosum _0 +0 _9 +0)
Laetiporus suphureus _3 _9 + 6 _6 + 6
Phellinus igniarius 41 +) +8 +9
Phellinus robustus g +9 )
Pholiota aurivella 22
Piptoporus betulinus ) _3 _% LI
Pleurotus ostreatus + 3 +9 +3 [+ 0y,
Postia fragilis _3
Suillus grevillei 2) _4 el
Trametes hirsuta + ) +9 + 8
Trametes serialis ) _® 8)
Xerocomus badius _9

Vysvétlivky:

Cisla oznacuji autory publikaci:

1) Davidson et al. (1938)
2) Lideberg (1948)

3) Nobles (1964)

4) Pantidou (1966)

Znaménka oznacuji, zda byla reakce:

+ = pozitivni
— = negativni
Zkratky zna¢i:
s -k dikazu
syringaldazin

reakce byl

pouzit

Harkin et al. (1974)
Marr (1979)

Miller et al.(1983)
Rayner et Boddy (1988)

9) Hutchison (1990)
10) de Jong et al. (1994)
11) Gramss et al. (1998)

o-n -k dikazu reakce byl pouzit o-
naftol

g -k dikazu reakce byl pouzit
guaiakol
m -prokazdni mangan dependentni

peroxidazy
1 -prokézani lignin peroxidazy



5.2. Srovnani provedenych testi

Tab. 6 — Typy hniloby u vybranych druhi hub (Rypagek 1957)

Druh Typ direvokazné houby

Armillaria borealis WR
Fomitopsis pinicola BR
Gymnopilus junonius ?

Hericium clathroides ?

Ischnoderma resinosum WR
Laetiporus sulphureus BR
Oudemasiella mucida WR
Phellinus igniarius WR
Phellinus robustus WR
Pholiota aurivella WR
Piptoporus betulinus BR
Pleurotus dryinus ?

Pleurotus ostreatus WR
Postia fragilis BR
Trametes hirsuta WR
Trametes serialis BR

Pozn.: Houby zpiisobujici bilou hnilobu jsou oznadovany jako
white-rot (WR) fungi; houby pisobici hnilobu hnédou jako
brown-rot (BR) fungi.

Dfevokazné houby ptisobici bilou a hnédou hnilobu (viz. Tab. 5) nebyvaji
odliSovany jen podle zmén charakteru dieva (barva, struktury, objem, vaha)
pii rozkladu, ale také pomoci jejich biochemie, kdy enzymologické metody
umoziuji detekovat ligninolytické enzymy pfitomné pouze u WR hub. Jednim

z nejstarsich testli pouZivanych k rozliSeni byl Bavendamm test a potom Nobles

test, oba slouzici k ovéfeni syntézy polyfenoloxidiz.

Srovnanim literarnich Udajd s mymi vysledky nachazime shodné hodnoty
v piipadé¢ Bavendamm testu u Fomitopsis pinicola, Piptoporus betulinus
(Davidson et al. 1938), kdy vysledek testu je negativni, protoZe se jedna o BR
houby, které ligninolytické enzymy neprodukuji. Odpovidajici jsou rovnéZ
hodnoty Nobles testu v piipadé Postia fragilis (-, BR houba), Pleurotus ostreatus
(+), Trametes hirsuta (+) a Pholiota aurivella (+). Postia fragilis, Pleurotus
ostreatus a Trametes hirsuta patii mezi WR houby vlastnici ligninolyticky systém,
proto je zfejmé, Ze budou syntetizovat polyfenoloxidazy. Tento test provadéla
Nobles (1964).

Riizné vysledky byly ziskany pii testovani polyfenoloxidaz Bavendamm

testem Trametes serialis (Davidson et al. 1938) a pii testovani Nobles testem

Fomitopsis pinicola, Laetiporus sulphureus a Piptoporus betulinus (Nobles 1964).

[AS]
R8]



ProtoZe u viech ¢ty druhti hub se jednd o BR houby, je nepravdépodobné, Ze by
se vyznaCovaly pritomnosti fenoloxidiz. Vysledek je ziejmé zatiZen chybou
zplsobenou piili§ silnym zbarvenim, které v médiu $iH mycélium b&hem svého

rastu.

Testy zaloZené na detekei lakizy a peroxidizy jsou neméné spolehlivé
jako testy pfedchozi, ale k odlieni WR od BR hub ne vdy pouzitelné. Nékteré
WR  houby neprodukuji lakizu a ngkteré BR houby naopak syntetizuji
peroxiddzu, kterd by méla byt vlastni houbdm ligninolytickym ( de Jong et al.
1994).

Lakaza byva testovana vicero druhy testd, snad protoZe zahrnuje n&kolik
izozym, které mohou na pfitomnost testovacich &inidel reagovat riizné podle
toho, zda substrat “vyhovuje® aktivnimu centru enzymu.

Hodnot shodnych s literaturou bylo dosaZeno u Laetiporus sulphureus

a Ischnoderma resinosum testovanych Marr (1979). V prvnim piipadé byl

peroxidazy.
Meé vysledky se shoduji rovnéZ s Rayner et Boddy (1988), ktefi testovali

(1994) pritomnost peroxidazy.

Rozdilné hodnoty lakdzového testu byly zachyceny, kdyz testovacim
reagents u Laefiporus suphureus byl guaiakol a u Ischnoderma resinosum
testovany Marr (1979); Trametes serialis byla testovéna Rayner et Boddy (1988).

Peroxidazovy test se liSil u Phellinus robustus a Trametes serialis.

Piptoporus betulinus a Pleurotus ostreatus byly testovény (de Jong et al. 1994)

konkrétn€ na pfitomnost mangan peroxidizy, kterd nalezena byla v obou



pripadech, a lignin peroxiddzy, ktera nebyla zjisténa ani u jednoho z téchto druhL.
DosazZené odliSné vysledky nemusi byt chybou pozorovéani. Produkce
lakazy a peroxidizy je silné zévisla na podminkéch prostfedi, které pro vyvolani

syntézy t€chto enzymii u riiznych druht hub mohou mit jinou indukéni hodnotu.

U mykorhiznich druhfi se vysledky testd viceméné shoduji kromé& hodnot

Nobles testu, pfipadné Bavendamm testu, u Suillus grevillei. Lindeberg (1948)

a Pantidou (1966) na rozdil od mych vysledki detekovali fenoloxidazy u tohoto
druhu nepfitomné.
Vysledky mnou provedenych testi u Xerocomus subtomentosus

a lakdzového testu u Suillus grevillei nejsou jednozna&né, zbarveni kultivaéniho

meédia bylo prilis silné a vysledek reakce slaby.

Kromé Amanita rubescens jsem zjistila schopnost produkovat hlavni
enzymy ligninolytického apardtu také u Boletus aestivalis, Hygrophorus
pustulatus a Suillus bovinus. U mnohych dal§ich mykorhiznich hub (Hygrophorus
olivaceoalbus, Lactarius piperatus, Russula ochroleuca, Suillus grevillei) bylo
oveéfeno, Ze produkuji alespoii nékteré z uvedenych enzymi — polyfenoloxidizy,

prokazané Nobles testem.

Pfi¢inou rozdilé v hodnotdch mych testd u druhti Suillus bovinus (kmen
X/8) a Hygrophorus pustulatus (kmen L48), jsou pravdépodobné odlign
kultivatni média, kterd budou mit vliv na indukci ligninolytickych enzymu.
Vpiipadé WR houby Phellinus igniarius nebyly u kmene 30/94 kroms
fenoloxidiz  detekovdny daldi enzymy ligninolytického aparatu na rozdil
od kmene 45/94, kde byla prokdzana syntéza viech testovanych enzymi. Tyto
odlisnosti lze vysvétlit vlivem pivodniho prostfedi, ze kterého byly kmeny
izolovany — kmen 30/94 zjablon& (Malus), kmen 45/94 z olse (Alnus). Aviak
nelze vyloutit, Ze se ukmene 30/94 jednalo o mutanta, coZ nebylo Zadnym

testovanim vyvraceno.

Z provedenych testl se jevi, Ze Gymnopilus junonius a Hericium
clathroides patti mezi WR houby, zatimeo Pleurotus dryinus je druh plsobici

hnédou hnilobu.



6. ZAVER

Produkce ligninolytickych enzymi je typickym rysem hub ptsobicich bilou hnilobu.
Kvalitativni enzymatické testy prokazaly, Ze mohou byt uzity k detekci téchto enzym,
titebaze zde byly piipady, kdy by bylo vhodné&jsi a piesnéjsi pouzit jiné metody.

Testy dale ukézaly, Ze schopnost syntézy ligninolytickych enzymu neni vlastni pouze
WR houbam, ale rovnéZ jiné trofické skupiny hub dokaZi vytvafet enzymy ligninolytického
systému, které zde mohou mit rtizné funkce.

Byly zkoumany rozdily mezi houbami kultivovanymi na odlisnych médiich. U dvou
druht Hygrophorus pustulatus a Suillus bovinus bylo zjisténo, Ze produkuji vSechny testované
ligninolytickeé enzymy, pokud jsou kultivovany na MMN (Hygrophorus pustulatus) a na KHO
(Suillus bovinus), ale ne v piipadé, je-li jako kultivaéniho média pouzito BaF (Hygrophorus
pustulatus) nebo MEA (Suillus bovinus).

Byly testovdny dva kmeny druhu Phellinus igniarius izolované z riznych substratd
a enzymatické testy odhalily, Ze pouze jeden kmen vytvaii piislu$né enzymy. Testy daldich
druht pfitomnych ve vice kmenech (Ischnoderma resinosum, Phellinus robustus) nepotvrdily
domnénku vlivu substratu na produkci enzymi ligninolytického aparatu.

Nicméné se ani v jednom piipadé nejedna o statisticky vyznamné mmnoZstvi
testovanych vzorki, protoZe jsem byla limitovana vyb&rem hub pochazejicich ze sbirek
a jejich ristem pouze na uréitych typech médii. Je zfejmé, Ze tento problém by mél byt dile

zkouman.
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8. PRILOHY

8.1. Védecké nazvy hub

Amanita rubescens (PERS.EX FR.) GRAY - Muchomiirka ri¥ovka
Armillaria borealis MARXMULLER ET ROMAGNESI - Viclavka severni
Bjerkandera adusta (WILLD. EXFR.) P. KARST. - Sedopérka osmahli
Boletus aestivalis PAULET EX FR. - HFib dubovy

Dacadalea quercina (L.) EX FR. - Sit’kovec dubovy

Fomes fomentarius (L. EX FR.) KICKX - Troudnatee Kkopytovity
Fomitopsis pinicola (Sw. EX FR.) P. KARST - Troudnatec paskovany
Gymnopilus junonius (FR.) P.D. ORTON (= Pholiota spectabilis (FrR.) KumM) - Supinovka nidherns
Hericium clathroides (PALLAS EX FR.) PERS. - Korilovee bukovy
Heterobasidion annosus (FR.) BREF. - Kofenovnik vrstevnaty
Hygrophorus olivaceoalbus (FR. EX FR.) FR. - SPavnatka olivové bila
Hygrophorus pustulatus (PERS. EX FR.) FR. - St’avnatka tetkovans
Hypoxylon coccineum BULL.

Ischnoderma resinosum (FR.) P. KARST - Smolokorka bukovi
Lactarius deliciosus FR. - Ryzec pravy

Lactarius necator (BULL. EM PERS. EX FR.) KARST (= L. turpis (WEINM.) FR.) - Ryzec Seredny
Lactarius piperatus (L. EXFR.) S.F. GRAY - Ryzec peprny

Lactarius torminosus (SCHFF. EXFR.) S.F. GRAY - Ryzek kravsky
Laefiporus sulphureus (BULL. EX FR.) MURRILL - Sirovec Zlutooranzovy
Leccinum griseum (QUEL.) SING. (= Bolletus pseudoscaber KBCH.) - H¥ib nachovytrusny
Lycoperdon pyriforme SCHAEFF. EX PERS. - Pychavka hruSkovita
Oudemasiella mucida (SCHRAD. EX FR.) - Slizetka porcelinova
Phanerochaete chrysosporium (BURDSALL ET ESLYN)

Phellinus igniarius (L. EX FR.) QUEL. - Ohfiovec obecny

Phellinus robustus (P. KARST.) BOURD. ET GALZ. - Ohfiovec statny
Phlebia radiata FrR

Pholiota aurivella (BATSCH EX FR.) KUMMER - §upinovka zlatozavojna
Piptoporus betulinus (BULL. EX FR.) P. KARST - Bfezovnik obecny
Pleurotus dryirus (PERS. EX FR.) KUMMER - Hliva dubova

Pleurotus eryngii (DC. EX FR.) QUEL - Hliva mackovi

Pleurotus ostreatus (JACQ. EX FR.) KUMMER - Hliva ustfi¢na

Postia fragilis (FR.) JULICH - Bélochoro$ kiehky

Psilocybe cyanescens W AKEFIELD

Russula ochroleuca (PERS.) FR. - Holubinka hlinozluta
Chondrostereum purpureum (PERS. EX FR.) POUZ. (= Stereum purpureum FR.) - Pevnik nachovy
Suillus bovinus (L. EX FR.) O. KUNTZE - Klouzek kravsky

Suillus grevillei (KLOTZSCH) SING. - Klouzek sli¢ny

Trametes hirsuta (WULF. EX FR.) LLOYD - Qutkovka chlupati

Trametes serialis FRr. - Qutkovka Fadovi

Trametes versicolor (L. EX FR.) LLOYD - Outkovka pestra

Xerocomus badius (FR.) KUHL. EX GILB. - H¥ib hné&dy

Xerocomus subtomentosus (L. EX FR.) QUEL. - H¥ib plstnaty

Xylaria hypoxylon (L. EX HOOK.) GREV. - Dievnatka parohats
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8.2. Fotografie

8.2.1. Péstované kultury vybranych druhi hub

2. Kultura druhu Boletus aestivalis péstovand na KHO médiu
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8.2.2. Barevné reakce

2. Barevna zména po pridani testovacich ¢inidel — Ischnoderma resinosum

31



