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Vysledky riesenia projektu

a.) sposob, metody a priebeh rieSenia

Vzorky dreva boli odobraté z jedle biclej (Abies alba) napadnutej drevokaznou hubou Fomitopsis
pinicola. Lokalita odberu boli lesy VSLP, konkrétne smrekové porasty v lokalite Ostra Luka nad.
vyska priblizne 400 m n. m.. Bol ndjdeny leziaci strom, na ktorom sa vyskytovali plodnice danej
huby, ¢o umoznilo identifikaciu ziadaného patogéna. Okrem toho vSak boli pritomné aj rizomorfy
Armilarie, ¢o sved¢i aj o jej pritomnosti. Zo stromu bol odobraty kota¢ o hrubke cca. 10 cm, na
ktorom sa nachadzali rozne Stadia rozkladu dreva (obr. 1).
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Obr. 1.: Rozne stadia rozkladu dreva na odobratom kotuci a vyznacenie priblizného miesta odberu vzoriek.

Z jednotlivych §tadii boli odobrané vzorky priblizne o rozmeroch 2 x 2 x 4 mm. Nakol'’ko na strome sa
vyskytovali aj miesta bez viditeI'ného napadnutia hubou, pevné kompaktné drevo, neodoberali sme
vzorky z inych stromov, kvdli vyluceniu vplyvu genetickej variability. Jedna sada vzoriek bola zaliata
do SPURR zivice pre ucely atomovej silovej mikroskopie (AFM) a druhd bola odovzdand do
Specializovaného pracoviska pre skenovaciu elektrénova mikroskopiu (SEM).

Vzorky pre AFM boli nasledne narezané na rotatnom mikrotome pomocou skleného a diamantového
noza, aby bola zabezpecena maximalna hladkost’ povrchu rezu. Robili sa iba priene rezy, nakol’ko
tieto rezy st z hl'adiska merani AFM najvhodnejSie. Merania na AFM boli robené na mikroskope
Nanoscope 8 pomocou stredne tvrdého hrotu RTESPA k = 37 N/m, pri sile 40 nN. Priemer hrotu bol
R =16,01 — 26,89 nm. Na vzorkach rozkladu 1. a 2. §tadia rozkladu (R1 a R2) sa merali §tyri bunkové
steny v S2 vrstve, na vzorkdch R3 a R4 S2 vrstva chybala, a strednd lamela bola prili§ naruSend pre
AFM merania. Ziskané data boli spracované v programe MatLab. U vzoriek pre SEM boli robené
prie¢ne aj pozdizne rezy, pre identifikaciu $tadiu rozkladu. Vzorky boli potom pokovené a pozorované
mikroskopom Tescan 5130.

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Vysledky rieSenia projektu (pokracovanie)

b.) dosiahnuté vysledky a porovnanie s ciePmi projektu

Namerané hodnoty modulusu pruznosti a adhézie zobrazuje obr. 2 a 3. Vzhl'adom na to, Ze aj v Stadiu
rozkladu 1 boli na SEM pozorované hyfy huby, nemozno tuto vzorku brat’ ako referen¢nl a zrejme aj
tato skutoCnost’ spdsobila Statisticky nepreukazné rozdiely medzi hodnotami modulusu pruznosti
a adhézie medzi Stddiom rozkladu 1 a 2.
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Obr. 2.: Namerané hodnoty modulusu pruznosti (priemer + smerodajné odchylka). R1 — rozklad 1. §tadia, R2 —
rozklad 2. Stadia.
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Obr. 3.: Namerané¢ hodnoty adhézie (priemer + smerodajna odchylka). R1 — rozklad 1. Stadia, R2 — rozklad 2.
Stadia.

Pozoruhodna je vysoka hodnota adhézie pre stenu 4 v oboch Stadiach rozkladu. Spolo¢né pre obe
merania je pouzitie nového hrotu. Vo vSeobecnosti by vymena hrotu toho isté¢ho typu a vlastnosti po
doslednej kalibracii nemala mat’ vplyv na merania, tito skutocnost’ v§ak vzhl'adom na ziskané vysledky
bude treba podrobnejSie preverit’ a urobit’ dodatocné merania na porovnanie hrotov na tom istom
materidli. Dokumentéacia z optickej kamery umoziuje zachytit presné miesto merania atym aj
opakované merania dané¢ho miesta.
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Zatial’ sa hypotéza zniZovania modulusu pruznosti, v dosledku odbtiravania celuldzy celul6zovornou
hubou nepotvrdila. Takisto sme predpokladali zvySovanie adhézie v dosledku narastu zastipenia
ligninu, ¢o sa tiez nepotvrdilo.

Pri $tadiu rozkladu 3 a 4 na vzorke AFM uz neboli pritomné sekundarne steny, ktoré by bolo mozné
merat. Pre porovnanie uvadzame na obr 4. a5. vystupy z AFM pre vysky achybu
( ktora predstavuje topografiu povrchu) pre $tadia rozkladu 1 a 3.

Obr. 4.: Zobrazenie vystupu vyska (a) a chyba (b) pre $tadium rozkladu 1. Zretelne je viditelna sekundarna
stena (SS), stredna lamela (SL) a lumen bunky (L) vyplneny Zivicou. Praskliny v l'avej stene si spdsobené
orientaciou vlakien celuldzy a ich vytrhavanim pri reze. Velkost’ skenu 15 x 15 pm.

Kola

Obr. 5.: Zobrazenie vystupu vyska (a) a chyba (b) pre §tadium rozkladu 3. Tazko identifikovatelny zvysok
bunkovej steny, zrejme iba stredna lamela. Velkost skenu 8 x 8 um.

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Zaujimavym vysledkom, ktory nebol povodne v cieloch projektu ale pontuka d’alSie moznosti Studia je
zachytenie hyfy na AFM pri druhom $tadiu rozkladu (obr. 6). Pri takto velkom skene nie je moZné
urobit’ presné merania nanomechanickych vlastnosti ale detailnejSie snimky by mohli umoznit’ meranie
zmien v mieste pripojenia hyfy na stenu a jeho okoli. Avsak uz aj pri uvddzanom rozliseni je mozné
pozorovat’, ze hyfy huby st pevnejsie ako Zivica (svetlejSie) ale tmavsie ako bunkova stena, ¢o znaci ,
ze bunkova stena je pevnejsia.

Obr. 6.: Vystup z AFM pre vysku (a) a modulus pruznosti (b). BS — bunkova stena, L kumen, H — hyfa.
Velkost skenu 6 X 6 pm.

Pre kvalitativne zhodnotenie jednotlivych $tadii rozkladu a porovnanie s meranami AFM boli urobené
aj snimky SEM zo zodpovedajucich §tadii. Na obr. 7. uvadzame prie¢ny rez Stadiom rozkladu 1 a 2.
V §tadiu rozkladu 2 bolo pozorované rozsiahle mycélium, vypinajice takmer vietky lumeny jarného
iletného dreva. Bunkové steny sa nachadzali vroznom S§tddiu rozkladu od zachovalych, az po
komplexne deStruované.

SEM MAGE 100 ky DET: SE Detector — — SEM MAG: 108 kx DET: SE Dwtestor -
HY: IRTAY DATE: 017404 100 g Vegs CTesan 1IV: 1ATAY DATE: mAvid 100 pm Vegs Clewas
VAT MV Devie: TS0 Kutedrs miuky o deeve - DF TU Zvabes VAC HiVeg Devive: TS890 Kutedrs nauky o deeve - DF TU Zvales

Obr. 7.: a) SEM fotografie Stadia rozkladu 1. ViditeI'na hranica rocného kruhu, zachované sekundarne steny
letného dreva. b) Mycélium vypliiajice lumeny dreva v §tadiu rozkadu 2.
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Stadium rozkladu 3 sa vyznadovalo znaénou destrukciou bunkovych stien (obr. 8), ¢o bolo pozorované
aj na AFM (obr. 5). Avsak je nutné podotknut, Ze na SEM boli pozorované aj oblasti s menSim
poskodenim. Aj napriek umiesteniu vzoriek pre SEM a AFM blizko seba tieto predsa len nemusia
presne korespondovat, ked’Ze rozklad dreva je zna¢ne heterogénny proces. Takisto bol na tejto vzorke
pozorovany aj iny typ mycélia (obr. 8b). Vzhl'adom na to, ze sa jedna o pilotnt §tidiu merania rozkladu
dreva na AFM a materidl bol odoberany volne z prirody je vel'mi pravdepodobné osidlenie kmena
stromu r6znymi druhmi hub, ¢o potvrdzuje aj nalez rizomorf Armilarie na spodnej ¢asti kmena.

SEM MAG: 280y DET: SE Detec SEM MAG: 9003 DET: SE Detecior - PR
MV IATRY DATE: 0144 0 - Vegs CTesas 1V 1&7RY DATE: 0171414 200 Vegs CTecas
VAL MV Davige: TRELIO Katedrs nbuky o dreve . DF TL Zvalen VAL MV Devige: TR0 Katedra sanky o dreve - DF TU Zoalen

Obr. 8.: a) Destrukcia bunkovych stien v $tadiu rozkladu 3 na hranici roéného kruhu. b) Mycélium nachadzajiace
sa v dreve vstadiu rozkladu 3.

Stadium rozkladu 4 tiez nebolo na AFM merané. SEM fotografie naznaduju pritomnost hyf
Ophiostomy, a takisto hyf celulézovornej huby, preleptavajice si sekundaranu bunkovu stenu (obr. 9.)

MEM MG L0k DFET: SF Detedtonr i i BEMMAG 208k DET: SF Detedtor i
MYV 16TRY DATE: 010414 20 . Vegs CTescan 11V 167KV DATE: 01AM14 0 pm Vege CTescan
VAC: MV Device: TS$130 Kntedra nbuky o dreve - DF TU Zvales VAC: HiViac Device: TS8130 Katedrs miuky o dreve - DF TU Zvales

Obr. 9.: a) Prerezana hyfa, pravdepodobne rodu Ophiostoma. b) Hyfy v bunkovych stenach letného dreva.

Cielom studie bolo zmerat’ nanomechanické vlastnosti réznych Stadii rozkladu dreva, €o sa ¢iastocne
podarilo splnit’ a boli porovnané so SEM snimkami prislichajtcich $tadii.
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c.) uplatnenie vysledkov a ich prinos v rieSenej problematike

Uplatnenie ziskanych vysledkov je predovSetkym metodické. Bolo ziskanych niekol’ko odportcani
pre vylepSenie metodiky merania rozkladu dreva a lepSej koreSpondencie medzi vzorkami AFM
a SEM.

Odporucania pre d’alsiu pracu:

- na jednom AFM skene mat’ zastupenu Zivicu aj stenu pre priebezné monitorovanie obrusovania
hrotu. Zivica sluZi ako referenéna Gast’ so znAmymi a nemennymi charakteristikami.

- pouzit mdkSiu zivicu na vyplii lumenov s cielom zlepSenia moznosti softvérového rozliSenia
bunkovej steny od Zivice

- moznost’ merat’ vlastnosti sty¢nych ploch hyfy a bunkovej steny

- otestovat’ opakovatel'nost’ merani s réznymi hrotmi

- pri zarovnéavani vzorieck AFM diamantovym nozom odobrat’ rezy a pouzit’ ich na SEM fotografie, ¢o
umozni najdenie a meranie najvhodnej$ich miest na AFM. Opticka kamera na AFM totiz nema
dostatoCné zvicSenie a rozliSenie, sluzi iba na orientaciu vo vzorke.

- pouzit’ material naockovany ¢istymi kultirami.

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Zoznam vystupov, ktoré vznikli na ziklade vysledkov projektu

a) publikované vystupy
b) zoznam vystupov odovzdanych do tlace v roku 2013
¢) iné vystupy

Publikacénu &innost’ vykdzat’ v sulade s Organizacnou smernicou ¢. 7/2013 o bibliografickej registracii a kategorizdcii publikacnej
cinnosti, umeleckej Cinnosti a ohlasov na TU vo Zvolene.

Z vysledkov projektu neboli zatial’ ziadne vystupy. Cielom je po rozSireni merani a Giprave metodiky
publikovat’ kratky metodicky ¢lanok v zahranicnom odbornom casopise.

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Cerpanie beZnych vydavkov spojenych s rieSenim vyskumného projektu:

Cestovné nahrady

Konferencie, sympdzid, seminére

Siet'ové odvetvia - Komunikacie

Literatura

117,64 eur

Vzorkovy material

Drobny hmotny majetok

Materidl, pracovné nastroje

508,34 eur

Rutinna a Standardna (drzba

Mzdové naklady (max. 15 %)

Dohody o vykonani prace (max. 10 %)

Spolu

625,98 eur

Rozpis ¢erpania pridelenych finanénych prostriedkov na rieSenie projektu:

Literatura

Optical Imaging Techniques in Cell Biology 117,64 eur
Material

SPURR zivica 214,8 eur

Etylalkohol 96% 18,86 eur

Glutaraldehyd 143,4 eur

Mikrotomové ziletky 132 eur

spolu 508,34 eur

Ak nestaci predloha, pouZite kopiu tejto strany.
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Nézov a adresa pracoviska:

Technicka Univerzita vo Zvolene
Lesnicka Fakulta

Katedra ochrany lesa a polovnictva
T. G. Masaryka 20, 960 53, Zvolen

Vyjadrenie fakulty, resp. org. sucasti TUZVO
(prodekan pre VVC, resp. nim povereny zéastupca, riaditel
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