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Anotace

The aim of the study was to determine the influence of phenolics content and inoculation
with soil extract on microbial respiration, on the phenoloxidase (PhOx), peroxidase (PerOx) and
newly Mn-peroxidase (MnP) activity in two dominating litter samples (Calamagrostis villosa and
Picea abies) differing in phenolics content from Plesné and Certovo lake watersheds. At PhOx
and PerOx activity, the dependence on incubation temperature with L-DOPA was estimated.

PhOx and MnP activities significantly increased with higher content of hardly
decomposable phenolics, but decreased with water extractable phenolics content. Inoculation
with soil extract had no influence on microbial respiration, enzyme activity, nor on
decomposition of phenolics. Microbial respiration was significantly higher at 10°C, but average
enzyme activity was comparable at 0 and 10°C.

PhOx activities had temperature optimum higher than 22°C, while PerOx activities had
temperature optimum at 0 — 15°C.
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Vysvétlivky:

AEPh aceton extractable phenolics — fenolické latky extrahovatelné v acetonu
BI bez inokulace

Ccew obsah uhliku extrahovatelného ve studené vodé

Cext celkovy obsah extrahovatelného uhliku

CT povodi Certova jezera

CTOT celkovy obsah uhliku

DMAB 3,3-dimethylaminobenzoova kyselina

DON dissolved organic nitrogen — rozpustny organicky dusik
EDTA ethylenediaminetetraacetat

IN inokulovany

LiP lignin peroxidéza

MBTH 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone

MnP mangan peroxidazy

New obsah dusiku extrahovatelného ve studené vodé

Next celkovy obsah extrahovatelného dusiku

Nrot celkovy obsah dusiku

PerOx peroxidazy

PhOx fenoloxidazy

PL povodi Plesného jezera

Pox obsah fosforu v oxaladtovém vyluhu

WEPh water extractable phenolics — fenolické latky extrahovatelné ve vodé



1. Uvod

Vlivem kyselych depozic SO4* a NO;™ v druhé poloving 20. stoleti (Kopacek and Vesely,
2005) doslo k vyplavovani bazickych kationtd (hlavné Ca®” a Mg®") zpidy a k oslabovani
smrkovych porosti na Sumavé (Pawlowski, 1997). Od roku 2004 vedlo toto oslabeni
k pfemnozeni kirovce (Ips typographus) (Jones et al., 2004). Vysledkem je odumieni dospélych
stromll a jejich postupné paddni umocnéné vétrnymi kalamitami. V této dobé probiha zasadni
rozhodovani o tom, jak s témito lesy nalozit.

V zésadé¢ miZzeme rozliSit dvé moznosti. Bud’ pokacet stojici stromy, vSechno dievo
odvézt a vysazet novy les, nebo ponechat stojici stromy a lezici kmeny na misté a umoznit lesu,
aby se obnovil sdm. Tato obnova mize byt uspesna pouze tehdy, pokud budou mit nové rostouci
stromy ptihodné podminky, mezi néz patii mimo jiné dostatek Zivin. Ziviny se v ekosystému
nachazeji predev§im v pud¢é a v biomase a nekromase rostlin, tedy v kmenech stromt a
rostlinném opadu, ktery pfinasi ziviny do pidy. Zdroje Zivin jsou na Sumavé dileZité i proto, Ze
z jiz zminénych divodi jsou tu pidy degradované.

Abychom urcili potencial pfirozené obnovy lesa, potiebujeme mit idaje o rozkladu dieva
a opadu na stanovistich, a jak je tento rozklad zavisly na kvalité organické hmoty. Dievo se
vyznacuje vysokym zastoupenim fenolickych latek, ptfedevSim ligninu, které jsou obtizné
rozlozitelné a mohou v rozkladu hrat kli¢ovou roli. Tyto fenolické latky jsou v urcité, avSak
mensi, mife zastoupeny také v opadech rostlin, které nam slouzily jako modelové substraty pro
rozklad celkové organické hmoty ptitomné na danych plochach lesa.

Tato prace by méla ptispét k poznani dynamiky procesu dekompozice fenolickych latek a
tim 1 celkové dekompozice rostlinné organické hmoty, a k nalezeni vhodného metodického

postupu pii zkoumani rozkladu fenolickych latek.
Cile prace:
- Zopakovat a roz$ifit méfeni z bakalatské prace (Applova, 2008) o urceni vlivu inokulace

pudnim extraktem na aktivity fenolytickych enzymt béhem inkubace vzorki vybranych typi

opadii z povodi Plesného a Certova jezera.



- Zaméfit se na aktivitu fenoloxiddz (PhOx), peroxiddz (PerOx) a nové na aktivitu Mn-
peroxiddzy (MnP), kterd miize hrat klicovou roli pfi rozkladu opadu s vysokym obsahem

fenolickych latek.

- Urcit vliv chemického slozeni opadii na aktivitu fenolytickych enzymt s dirazem na vliv

fenolickych latek (nizkomolekularnich 1 vysokomolekulérnich forem).

- U vybranych enzymi urcit zavislost jejich aktivit na teploté.



2. Literarni reSerse

2.1. Mikroorganismy rozkladajici rostlinny opad

Na rozkladu opadu se podili mnoho skupin organismi. Rozklad hlavnich slozek opadu,
celulozy, hemiceluléz a ligninu je vSak zalezitosti vyhradné bakterii a hub.

Bakterie se podileji predevS§im na rozkladu cukrii, Skrobu a bilkovin. Jsou schopné
rychlejsi reakce na pfisun téchto latek do pidy (Henriksen and Breland, 1999; Witkamp, 1966), a
proto se uplatiluji pfedevSim na pocatku dekompozice (Henriksen and Breland, 1999). Na
rozkladu rostlinného opadu se podileji naptiklad bakterie rodu Arthrobacter, Corynebacterium,
Flavobacterium (Dilly et al., 2004). Pokud opad ve vEétS§im mnozstvi obsahuje fenolické latky,
dominuji houby a vlaknité bakterie aktinomycety, které jednobunétné bakterie piertstaji (Brady
and Weil, 2002). Opad na povrchu pudy je rovnéz dostupnéjs$i pro houby, které jsou schopné
myceliem prekonat Casti pidy s nepfiznivymi podminkami a k opadu dortist. Bakterie nejsou
schopné se pohybovat mimo vodni film na povrchu ptidnich ¢astic a vyuzivaji pouze substrat ve
svém bezprostiednim okoli, proto davaji pfednost substratim ve smési s ptidou (Brady and Weil,
2002).

Houby rozkladaji vSechny slozky rostlinného opadu. Ve srovnani s bakteriemi jsou
efektivné;si, protoze zabuduji zhruba 50% hmoty opadu, zatimco bakterie pouze 20% (Brady and
Weil, 2002). Optimalni pH hub je kolem 5, coz je dulezit¢ pro rozklad organické hmoty
v kyselych ptidach jehli¢natych lest. Bakterie, v¢etné aktinomycet, davaji ptednost pH kolem 7
(Rousk et al., 2009; Li et al., 2008).

Na rozkladu difevni hmoty, jejiz podstatnou soucasti jsou fenolické latky (Casto
polymerizované aromatické slouCeniny s navdzanymi OH skupinami), se podileji tfi hlavni
skupiny hub (Fungi): houby bilé hniloby (,,white rot fungi“, WR houby), houby hné¢dé hniloby
(,,brown rot fungi“, BR houby) a houby mékké hniloby (,,soft rot fungi“, SR houby). Tyto
skupiny hub jsou pojmenované podle produktu rozkladu. WR houby jsou znamé schopnosti
rozkladu ligninu (polyaromaticka obtizn¢ rozlozitelna slozka rostlinné hmoty), ale nejsou jediné
(Steffen et al., 2000). Zvlastni skupinou rozkladaci jsou endofytické mikroorganismy, vyznamni
zasadnim zastoupenim ve spolecenstvech mikroorganismil na pocatku dekompozice, a schopnosti

rozkladat lignin (Osono and Hirose, 2009).



2.1.1. Endofyti a epifyti

Endofytické houby nalezneme uvnitf hostitelova rostlinného pletiva, kde ziji po cely sviyj
zivotni cyklus nebo po jeho ¢ast (Wilson, 1995). Jsou velmi Casté. Mnoho rostlin, zvlasté
dfeviny, mohou hostit i vét§i mnozstvi druhii najednou (Faeth and Hammon, 1997). Zahrnuji
Siroké spektrum hub, véetné patogenii a dormantnich saprofytii (Osono, 2006). Druhové slozeni
zalezi na stafi lesa, v homogennim porostu na jeho genetické struktufe, na hybridizaci
napadenych rostlin a na podminkach prostiedi (Saikkonen, 2007).

Populace endofytli nelze zanedbat. Hustota endofyti v ramci jednoho listu mtze byt totiz
az 10° cfu (colony forming units — jedinct schopnych vytvofit samostatnou kolonii) (Lodewyck
et al., 2002) a listy jednoho rostlinného druhu miizou hostit vice nez 50 endofytickych
kultivovatelnych houbovych druhti (Pang et al., 2008).

Mnozstvi endofytii se méni v prostoru a v €ase. Vek listi a jehlic je siln€ pozitivné
korelovany s houbovou kolonizaci (Lehtijarvi and Barklund, 2000; Wilson and Carroll, 1994;
Helander et al., 1993). Kvili neschopnosti §ifit se na vétvicky a pak zpét na listy (Sieber et al.,
1991), je délka zivota endofyta omezena na dobu existence napadené¢ho listu. Endofyti jsou
zavisli na vzdusné vlhkosti, ktera je nejvyssi u baze listl a jehlic, a proto v ramci jednoho listu se
nejvice vyskytuji pravé tam (Helander et al., 1993; Bernstein and Carroll 1977).

Slozeni spolecenstev epifytii zijicich na povrchu listl se od endofytického lisi. VétSina
epifyti ma jen omezenou schopnost rozkladat opad a lignin. Rozdilnd schopnost rozkladu
endofytll a epifytl je vysvétlovana rozdilnym chemickym sloZenim uvnitt listii a na jejich
pvrchu. Vosky a kutin na povrchu jsou velmi Spatné rozlozitelné a odpuzuji vodu, proto je
kolonizace epifyty dana predevSim jejich schopnosti produkovat spdry. Distribuce je dale
ovlivnéna zasobenosti snadno rozlozitelnymi uhlovodiky (Osono and Takeda, 2000).

Endofyté a epifyté jsou schopni pfezivat po opadu listu a podilet se na jeho rozkladu
(Promputtha et al., 2007; Osono, 2006), véetné¢ ligninu (Osono and Hirose, 2009; Osono and
Takeda, 2000). Priblizné dvé tfetiny druhti endofytickych hub, nachazejicich se na listech nebo
v nich, se v nich vyskytuji 1 po jejich odumieni (Promputtha et al., 2007). Osono (2006) udava, ze
endofytické houby mohou tvofit 2 az 100% z houbovych saprofyti. Vétsina endofytl rychle
vymizi, ale n¢kolik druhi miize piezit az do pozdnich stadii rozkladu. Pokud byly listy pted
opadnutim napadeny endofyty, jsou jako opad snadnéji rozlozitelné i jinymi houbami (Osono and

Hirose, 2009).



Schopnost pfemény na saprofyta je druhové zavisla. Napiiklad Trichoderma viride je
schopna vytrvat na borovém opadu vice nez 5 mésici, ale Marasmius androsaceus rychle
odumira (Cox et al.,, 1997). Prikladem endofyta/saprofyta muze byt i Lophodermium sp.

izolované z borovice vejmutovky (Pinus strobus) (Deckert et al., 2001).

2.1.2. WR houby

WR houby jsou z oddéleni Basidiomycetes a Ascomycetes. Mezi WR houby mizeme dale
fadit naptiklad rody Ganoderma, Trametes a Phellinus (Killham, 1994). Jsou rozsifen¢jsi nez BR
houby. Rozkladaji predevsim tvrdé dievo listnatych stromi (Carlile et al., 2001). VétSina z nich
je schopné degradovat i celulozu. Produktem rozkladu ligninu je bily praSek. Hlavnimi enzymy
WR hub jsou mangan peroxidaza (MnP) a lignin peroxidaza (LiP). Nékteré WR houby nejsou
schopné produkovat LiP ale pouze lakdzy a MnP (Périé and Gold, 1991), pfi¢emz enzymaticky
aparat zustava stejné G¢inny (Srebotnik et al., 1994). Naptiklad Pycnoporus cinnabarinus ale
neprodukuje ani LiP ani MnP, jen lakazy (Eggert et al., 1996b). Nicmén¢ Lankinen a kol. (2001)
tvrdi, Ze absence naméiené aktivity LiP muize byt zplisobena nevhodnymi kultivaénimi
podminkami, nebo inaktivaci béhem extrakce a purifikace.

Princip rozkladu fenolickych latek je nejvice prozkoumany u houby Phanerochaete
chrysosporium. Samotnému oxidativnimu $tépeni aromatickych jader fenolickych latek predchazi
hydroxylace a demethylace molekul (Berg and McClaughtery, 2008). Reakce probihaji pouze za
ptitomnosti peroxidu vodiku a enzymu (Obr. 1), LiP a MnP, uvoliiyjicich velmi reaktivni volné
radikaly kysiku, které reaguji s molekulou ligninu, $tépi kovalentni vazby a uvoliiuji mnoho
ruznych fenolickych sloucenin ve formé kationtovych radikalt, které reaguji s kyslikem a vodou
a vznikaji nizkomolekularni latky, které jsou zpétné ptijimany houbovou hyfou. Peroxid vodiku
vzniké oxidaci glyoxalu, vylu¢ovan¢ho houbou, nebo oxidaci glukoézy nebo alkoholt (Carlile et

al., 2001; de Jong et al., 1994).
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Obr 1. Ligninolyticky systtm WR houby Phanerochaete chrysosporium (pievzato od de Jong et
al., 1994).

2.1.3. BR houby

BR houby patii pfedev§im do celedi Coniophoracea, tad Boletales, oddéleni
Basidiomycetes. Produktem rozkladu je hnédy prasek. Rozkladaji pfedevsim meékké dievo
jehli¢nanti (Carlile et al., 2001). Podileji se na rozkladu celuldzy a hemiceluldz, ale nékteré druhy
nejsou schopné rozkladu Cisté celuldzy, pouze v komplexu s ligninem. Méni strukturu ligninu, ale
nedokazou ho kompletné mineralizovat (Carlile et al., 2001). Jsou zavislé na ptitomnosti kysliku
a produkuji hydroxylové radikdly, které napadaji dfevo (Hatakka, 2001) a zpasobuji
demethoxylaci za vzniku methanolu (Eriksson et al., 1990). Zbyly lignin je diky vétSimu poctu
fenolickych hydroxylovych skupin reaktivnéj$i, protoze prave z téchto skupin béhem stépeni WR

houbami vznikaji kationtové radikaly (de Jong et al., 1994).

2.1.4. SR houby

SR houby patii predevsim do oddéleni Ascomycetes a Deuteromycetes a jsou nejaktivnéjsi
ve vlhkém dfevé. Carlile a kol. (2001) uvadgji jako bézné rody jen Chaetomium, Fusarium a

Paecilomyces, které se bézné vyskytuji v pude a nepatii mezi pravé kolonizatory dieva. Crawford



(1981) naopak uvadi ve svém review mnoho studii dokladajicich, ze SR houby jsou schopné
snizit obsah ligninu ve dievé, coz bylo potvrzeno i v laboratornich podminkach (Nilsson et al.,
1989). Rozkladaji vSak pouze tvrdé dievo oxidaci syringylového ligninu. Mékké dievo nejsou

schopné rozkladat kviili vysokému zastoupeni guaiacylovych jednotek (Nilsson et al., 1989).

2.2. Fenolytickeé enzymy

Fenolické¢ latky jsou rozkladany extracelularnimi fenolytickymi enzymy, znichz
nejvyznamnéjsi jsou fenoloxidazy (vcetné lakdz, LAC; EC 1.10.3.2), peroxidazy (EC 1.11.1) a
mangan - peroxidazy (EC 1.11.1.13) (Leonowicz et al., 1999).

Vsechny tyto enzymy jsou kromé degradace fenolickych latek schopné také jejich
polymerizace, tedy zvySovani jejich odolnosti vic¢i rozkladu, a tvorby humusu, ptipadné jejich

intracelularni formy slouZzi k syntéze ligninu v rostlinach (Hofrichter et al., 2001; Dean et al.,

1998; Bending and Read, 1997; Bourbonnais et al., 1995; Liu et al., 1994).

2.2.1. Fenoloxidazy (PhOx)

Fenoloxidazy jsou Sirokd skupina fenolytickych enzymt. Extracelularni formy slouzi
k rozkladu ligninu a humusu a k ziskani zivin a energie. Houby i bakterie pouzivaji fenoloxidazy

ke snizeni toxicity fenolickych latek, iont kovti, a k antimikrobialni obrané (Sinsabaugh, 2010).

Lakazy (LAC; EC 1.10.3.2)

Lakéazy se tadi mezi fenoloxidazy a jsou to glykoproteiny s 2 — 4 atomy médi ve své
molekule (Eggert et al., 1996b; Thurston, 1994). Jsou velmi Castymi enzymy hub (Mayer and
Staples, 2002). Jejich produkce byla nalezena naptiklad u Trametes gibbosa, Trametes hirsuta,
Pycnoporus cinnabarinus, Coriolopsis polyzona, Stereum hirsutum, Dichomitus squalens a
Ganoderma valesiacum (Nerud et al., 1991). Obvykle vznikaji v cytoplasmé houbové bunky
(Mayer and Staples, 2002). Lakéaz je mnoho typt. Spole¢né maji aktivni centrum, ale 1i8i se mezi
sebou v molekulové hmotnosti (typicky 60 — 80 kDa) (Thurston, 1994), struktufe proteinové casti
a cukerné jednotky (Mayer and Staples, 2002), optimalnim pH a dalSich vlastnostech.

Lakéazy jsou nespecifické enzymy, tzn. katalyzuji vice typl reakci, naptiklad oxidaci
kresolu nebo kyseliny askorbové (Mayer and Staples, 2002). Lak4zy nejsou schopné rozkladat

lignin pfimo, protoze maji pfili§ nizky redox potencial (Eggert et al., 1996a) a protoze jako



vysokomolekularni latky neprojdou sekundarni bunécnou sténou. Jsou napojeny na jeji vnéjsi
stranu a produkuji mediatory, naptiklad P. cinnabarinus produkuje 1-hydroxybenzotriazol (Call,
1994). Medidtorem muze byt 1 2,2,9-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS)
(Bourbonnais, 1995). Lakazy také mohou slouzit houb¢ k odstraiiovani produktt rozkladu jinymi
enzymy, napiiklad mangan — peroxiddzami nebo peroxidazami. Tyto produkty jsou pro houbové
mycelium toxické a lakdzy je zneSkodiuji polymerizaci (Thurston, 1994).

Lakazy ale maji 1 jiné funkce. Tvofi pigmenty, které slouzi k vyztuzi mycelia a tvorbé
agregati. Je to naptiklad u hub Daldinia concentrica a Lentinus edodes (Thurston, 1994). Lakazy
se zapojuji rovnéz do polymerizace fenolickych latek (Bourbonnais et al., 1995; Liu et al., 1994)
v rostlinach (Mayer and Staples, 2002; Harvey and Walker, 1999; Mayer and Harel, 1979).
Lakéazy se v n¢kterych piipadech zapojuji jen do prvni faze lignifikace, zatimco v druhé fazi

dominuji peroxidazy (Sterjiades et al., 1992).

2.2.2. Peroxidazy (PerOx)
Lignin peroxidazy (LiP; EC 1.11.1.14)

Lignin peroxidazy maji prostetické skupiny obsahujici zelezo (Sinsabaugh, 2010). Peroxid
vodiku, ktery je potfeba k jejich Cinnosti, vznika enzymatickou oxidaci aryl alkohol oxidaz
hydroxylovych skupin na carbonyly a redukci kysliku na H,O,. Ke vzniku peroxidu vodiku
vedou také redukce kysliku glyoxaloxidazami, galakt6zooxiddzami a glukdézooxidazami.

Lignin peroxidazy maji dostate¢né vysoky redox potencidl, aby mohly §t€pit nefenolické
aromatické slouceniny (Eggert et al., 1996a). Jejich produkce je zavisla na nizkych koncentracich
dusiku u hub rodu Phanerochaete, ale nejedna se o obecny jev. Aktivita téchto enzymd je také
indukovana pfitomnosti rznych fenolickych latek. Vysok4 koncentrace manganatych kationtt

posunuje produkci peroxidaz smérem k mangan peroxidazam (Sinsabaugh, 2010).

2.2.3. Mangan peroxidazy (MnP)

Mangan peroxidaza (MnP) byla poprvé popsana u Phanerochaete chrysosporium
(Kuwabhara et al., 1984). Leonowicz a kol. (1999) je fadi mezi fenoloxidazy a Sinsabaugh (2010)
mezi lignin peroxidazy.

Mangan peroxidazy zahrnuji mnoho riznych enzymii. Typicka velikost molekuly je 45

kDa (Hofrichter, 2002). Jedna houba muze produkovat vice typt MnP, které mohou byt



fylogeneticky a strukturné odlisné (Hildén et al., 2005). MnP se podileji na velkém mnozstvi
ruznych reakci (Obr. 2). Ke Stépeni fenolickych latek vyzaduji pfitomnost manganu (Péri¢ and
Gold, 1991), ktery se ptirozené vyskytuje v opadu, a peroxidu vodiku. Podle Hofrichtera a kol.
(1999) neni peroxid vodiku k depolymerizaci ligninu vzdy nutny. MnP v takovém piipadé
vykazuje ,,oxidativni* reakci, ktera je ¢astecné citliva na superoxid dismutazu. Vysledkem reakce
jsou radikaly a peroxidy z malonatu (Hofrichter et al., 1999).

Aktivita MnP je pozitivné zavisla na koncentraci Mn”" kationtt (Boer et al., 2006). To je
zvlasté dalezité pti dekompozici smrkového jehli¢i (Berg and McClaughtery, 2008). Hofrichter a
kol. (2001) viak nalezli p¥i vy$sich koncentracich Mn’" nizsi aktulni aktivitu MnP b&hem
dekompozice ligninu. Mangan je zapojen 1 do regulace jinych enzymt, jako je lakdza (Archibald
and Roy, 1992) a lignin peroxidéaza (Perez and Jeffries, 1992).

MnP byla kvili neschopnosti ptimo oxidovat nefenolické slouceniny dlouho povazovana
za mén¢ dilezitou v rozkladu ligninu (Kuwahara et al., 1984). Pozd¢ji se zjistilo, Ze rozklada
aromatické slouCeniny (Bao et al., 1994) a depolymerizuje synteticky lignin (Wariishi et al.,
1991). MnP z Phlebia radiata je schopna depolymerizace ligninu borového dieva, ale jen za
ptitomnosti kooxidantt, jako jsou nenasycené mastné kyseliny (Hofrichter et al., 2001). MnP je

vSak také schopna polymerizovat nizkolekularni rozpustné slozky dieva (Hofrichter et al., 2001).
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Obr. 2. Tvorba radikalti enzymem MnP za pifitomnosti riiznych substrat (pievzato od Hofrichter,
2002).

Cyklus katalyzy zacCind navazédnim peroxidu vodiku nebo organického peroxidu na
zelezitou ¢ast enzymu a vznikem komplexu Zeleza s peroxidem (Obr. 3). RozStépeni vazby mezi
kysliky v molekule peroxidu vyzaduje ptfenos dvou elektronii z hemu, proto vznikd MnP
slougenina I (MnP-Coumpound I), coZ je Fe*"-oxo-porfyrinovy radikalovy komplex. Poté je
heterolyticky rozstépena vazba mezi kysliky a vznika jedna molekula vody. Nasledna redukce
pokracuje na MnP slouéening II (Fe*"-oxo-porfyrinovy komplex). Monochelatizovany Mn?" ion
se stava donorem jednoho elektronu pro tento porfyrinovy meziprodukt a Mn”" je oxidovano na
Mn®". Redukce Slouceniny II probiha podobné a vznika dalsi Mn®* z Mn*". To vede k produkci
enzymu a uvolnéni druhé molekuly vody (Obr. 3) (Hofrichter, 2002).
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Obr. 3. Mangan — peroxidazovy (MnP) katalyticky cyklus (pfevzato od Hofrichter, 2002).

Produkce MnP byla nalezena naptiklad u Phanerochaete chrysosporium (Kuwahara et al.,
1984), Agaricus bisporus (Lankinen et al., 2001), Phlebia radiata (Hofrichter et al., 2001),
Trametes gibbosa, Trametes hirsuta, Pycnoporus cinnabarinus, Coriolopsis polyzona, Stereum
hirsutum, Dichomitus squalens a Ganoderma valesiacum (Nerud et al., 1991). N&které houby,

naptiklad Agaricus bisporus produkuji z fenolytickych enzymu jen MnP (Lankinen et al., 2001).

2.3. Vliv chemického slozZeni rostlinného opadu na jeho rozklad

Nejvice zastoupenymi prvky v opadu jsou uhlik (45%), kyslik (45%), vodik (6%) a dusik
(1,5%). Dulezitym prvkem pro dekompozici fenolickych latek je mangan. SlouZi k syntéze
enzymu mangan — peroxidazy (MnP), ktera je rozklada (Berg and McClaughtery, 2008).
Hlavnimi makromolekuldrnimi slozkami suchého rostlinného opadu jsou celuldéza (45%),
fenolicke latky (22%), hemiceluldzy (18%), proteiny (8%), cukry a Skroby (5%) a tuky a vosky
(2%) (Brady and Weil, 2002).
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Celuléza je nejrozsifenéjsi biopolymer na zemi (Wei et al., 2009). Je to polysacharid
s pomérné pravidelnou strukturou. Zakladem jeji molekuly je pfimy fetézec tvofeny glukozovymi
jednotkami (Rayner and Boddy, 1988). Celuldza je rezistentni k hydrolyze (Carlile et al., 2001).
Hemiceluldzy jsou polymery riiznych cukri, jako je arabindza, xyloza, mannoza, galaktoza. Maji
kratsi molekuly, vétvené nebo piimé fetézce. Hemicelulézy jsou zastoupeny vice ve dieve

listnatych stromt (25 — 40%) nez jehli¢natych (25 — 30%) (Rayner and Boddy, 1988).

2.3.1. Fenolické latky

Fenolické latky obsahuji ve své molekule jedno nebo vice aromatickych jader s navazanou
OH skupinou. Rozdé€luji se na nizkomolekularni a vysokomolekuldrni. Nizkomolekularni jsou
pomérn¢ dobie rozlozitelné a mohou slouzit jako zdroj snadno dostupné energie a uhliku
(Kanerva et al., 2006; Kraus et al., 2004; Fierer et al., 2001). Vysokomolekuldrni se vyznacuji
obtiznou rozlozitelnosti. Ta je ddna pfedevsim jejich sloZitou nepravidelnou strukturou. Mezi
vysokomolekularni fenolické latky se fadi napfiklad taniny a lignin. V zivé rostlin€ slouzi k
obran¢ proti herbivorim, mikrobidlnim patogentim vcetné hub (Carlile et al., 2001) a tvorbé
mechanické vyztuze.

Fenolické latky nalezneme 1 v bylinach, ale vice jich je v dfevnaticich rostlinach. Jehli¢i
obsahuje pfiblizn¢ 40% fenolickych latek a opad titiny kolem 2% (Applova, 2008). Obsah

fenolickych latek se zvySuje se stafim rostliny (Booker and Maier, 2001).

Taniny

Taniny jsou rtznorodou skupinou polyfenolickych sloucenin v rostlinach. V opadech
drevin tvofi 15 — 25% suché hmoty (Booker and Maier, 2001; Yu and Dahlgren, 2000). Kvli
jejich diverzité je obtizné je definovat. Od ostatnich fenolickych sloucenin se lisi schopnosti
sorbovat se na pudni ¢astice (Halvorson and Gonzalez, 2008).

Interakce mezi pidnimi mikroorganismy a taniny jsou slozité a zavisi na vlastnostech
tanind (Fierer et al., 2001), na jejich mnozstvi (Schweitzer et al., 2005) a na druhu
mikroorganismu (Fierer et al., 2001; Souto et al., 2000). O nékterych taninech se soudi, ze jsou
pro mikroorganismy toxické (Fierer et al., 2001; Cowan, 1999).

Spole¢né s dalSimi fenolickymi slouc¢eninami vytvari jejich lehké frakce (molekulova

hmotnost do 1000 g/mol) (Fierer et al., 2001) zna¢ny zdroj uhlikatych substrati v pud¢ (Kanerva

13



et al.,, 2006; Kraus et al., 2004; Fierer et al., 2001). Tim zvySuji mikrobidlni aktivitu, coz
zpusobuje kratkodobou imobilizaci dusiku (Kanerva et al., 2006; Kraus et al., 2004). N¢které
taniny vcetné kyseliny taninové vazou kovalentnimi nebo iontovymi vazbami labilni C a N do
glomalinu (teplotné odolny glykoprotein), ¢imz snizuji mnozstvi labilniho dusiku a uhliku v pad¢
(Halvorson and Gonzales, 2008). Vysokomolekularni taniny (molekulovd hmotnost vétSi nez
1000 g/mol) (Fierer et al., 2001) snizuji ptidni mikrobidlni respiraci a mirn¢ zvysuji mineralizaci
dusiku (Kanerva et al., 2006). V experimentu Fierera a kol. (2001) doslo po jejich pfidani vlivem

vazani dusiku extraceluldrnimi enzymy ke sniZeni ¢isté mineralizace dusiku.

Lignin

Lignin je druhym nejrozsifenéjSim biopolymerem na zemi (Wei et al., 2009). Je to
polyfenolicka vysokomolekularni latka (molekulova hmotnost je 10 000 az vice nez milion
g/mol) (Killham, 1994) se slozitou nepravidelnou strukturou (Obr. 4). Zakladnimi strukturnimi
podjednotkami jsou kumaryl alkohol, koniferyl alkohol a sinapyl alkohol. Jsou propojeny
mnozstvim rtiznych vazeb. BéZnymi jsou arylové, etherové a esterové vazby. Vznika tfirozmérny
polymer neurcité velikosti. Vypreparovany lignin vypada jako tmavé hnédy praSek (Carlile et al.,
2001).

Lignin se v rostliné nevyskytuje sam, ale vzdy ve formé lignocelulozy (Carlile et al.,
2001). Lignoceluléza se vyskytuje i v nedfevnatych rostlinach. Lignin zajiStuje vétSi pevnost
sekundarni bunétné stény, predevSim vodivych a podpirnych pletiv. Nalezneme ho ale i
v primarni bunééné sténé¢ (Prochdzka et al., 1998), kde se ukladd do mikrokapilarnich prostor
(Votrubova, 1996). V rostlin¢ funguje jako vyztuz pro celuldozu a hemicelulozu.

Degradace ligninu probihd az po vycerpani snadno rozloZitelnych ¢asti opadu. V priubéhu
degradace opadu se tedy jeho zastoupeni zvysSuje. Roste také jeho negativni vliv na mineralizaci
opadu (Wang et al, 2004). Cast ligninu navic vznikdA béhem rozkladu opadu
z nizkomolekularnich fenolickych sloucenin. Timto zpiisobem se také tvoii ptidni humus (Brady

and Weil, 2002).
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Obr. 4. Model struktury ligninu mékkého dieva (pievzato od Leonowicz et al., 1999)

Zvlastni mechanismus se vyvinul pro degradaci lignocelulézy. Houba s celulolytickym a
ligninolytickych enzymatickym aparatem rozkldda celulozu. Jeji ubytek vede k nedostatku
dusiku, coz vyvola vétsi produkcei ligninolytickych enzymt, které odstrani vrstvu fenolickych
latek. Jakmile je opét dostupna celuldza, produkce ligninolytickych enzymi je potlacena (Berg

and McClaughtery, 2008).

2.4. Vliv nutrientud na rozklad opadu a fenolickych latek

2.4.1. Vliv dusiku (N) a fosforu (P) v opadu

Dusik a fosfor jsou zédkladnimi prvky potiebnymi pro tvorbu mikrobialni biomasy. Jejich
mnozstvi se vztahuje k mnozstvi uhliku (C) a vyjadiuje se pomérem C:N a C:P. Obecné lze fici,
ze pomér C:N vyssi nez 30 indikuje nedostatek dusiku a nizs§i hodnoty jeho nadbytek (Brady and
Weil, 2002). Pomér C:N titiny (Calamagrostis villosa) je pfiblizné 30 a smrkového jehli¢i (Picea
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abies) ptiblizn¢ 40 (Applova, 2008). Pokud jsou v opadu vice zastoupeny fenolické latky, jejich
rozklad nemusi odpovidat hodnoté C:N (Moore et al., 2006), protoze tyto opady jsou rozkladany
pfedevsim houbami, které diky vy$§imu poméru C:N (Griffin, 1972) vlastni biomasy vyzaduji
mén¢ dusiku v potrave. Tyto houby zajisti rychlejsi mineralizaci, nez jaka by odpovidala poméru
C:N. Proto C:N jehlici neni dobrym prediktorem dekompozice (Berg and McClaughtery, 2008).

Pomér C:P ma pro ureni potencidlni rozlozitelnosti opadu podobny vyznam. Jeho
kriticka hodnota je vy$§i — podle Moora a kol. (2006) piiblizné 700:1 (w:w), ale Santriickova
(2001) udava, ze k imobilizaci fosforu dochazi, pokud je pomér C:P vétsi nez 300:1 (w:w), a
k mineralizaci a naslednému vyplavovani, pokud je tento pomér mensi nez 200:1 (w:w).

Vliv dusiku a fosforu na dekompozici Ize jen obtizné odd¢lit, protoze oba prvky jsou

hlavni nutrienty a jejich mnozstvi v opadu jsou v korelaci (Berg and McClaughtery, 2008).

2.4.2. Vliv dostupnych zivin na rozklad fenolickych latek

vvvvvv

al., 2004). Vliv dostupného dusiku na samotny rist biomasy fenolytickych hub je pozitivni
(Leatham and Kirk, 1983). Vliv dostupného N na aktivitu hub rozkladajicich fenolické latky a na
aktivity fenolytickych enzymi neni konzistentni. Zalezi na n¢kolika faktorech:

(1) Druh houby. Fenolyticka aktivita n€kterych hub je dusikem inhibovana, jinych ne
(Leatham and Kirk, 1983). Inhibice N (ve form¢ kyseliny glutamové) se projevuje napiiklad u
fenolytické aktivity Phanerochaete chrysosporium (Leatham and Kirk, 1983). Oproti tomu rody
Pholiota, Polyporus a Agrocybe z oddé¢leni Basidiomycetes , vykazovaly po zvySeni N (ve formé
ptidavku NH4NO3) vyssi enzymatickou aktivitu (Allison et al., 2009). Také fenolyticka aktivita
Lentinula edodes a Pleurotus ostreatus byla méné citliva na vysoké koncentrace dusiku ve formé
kyseliny glutamové (Leatham and Kirk, 1983).

(i) Druh enzymu. Eggert a kol. (1996b) u houby Pycnoporus cinnabarinus zjistili
v prostiedi bohatém na dusik ve form& NH," snizeni lakdzové aktivity, zatimco peroxiddzova
aktivita nebyla témétf ovlivnéna. Peroxiddzova aktivita vymizela ve vzorcich vrchni vrstvy
opadového horizontu pidy po piidavku N ve formé NH,', kde lakdzova aktivita nebyla téméf
ovlivnéna (Enrique et al., 2008).

(ii1)) Mnozstvi doddavaného dusiku. Silné obohaceni dusikem vede ke snizeni mikrobidlni

respirace a mirné obohaceni ji zvySuje (Enrique et al., 2008). Toto je zvlasté patrné v prostiedi
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s nizkymi hladinami dostupného dusiku, u celuldzy a dfeva, kde nizka koncentrace dostupnych
zivin zvysSuje pravdépodobnost pozitivni reakce na piidavek N. Negativni vliv na rozklad
fenolickych latek, pfedev§im ligninu, mize byt umocnén akumulaci dusiku a fosforu v opadu
v pribehu dekompozice. Tato akumulace je zptisobend ubytkem uhliku respiraci, zatimco dusik a
fosfor, pokud neni vyplavovén, v opadu ztstdva (Berg and McClaughtery, 2008). Dlouhodobé
vysoka koncentrace miize vést k ptizpiisobeni mikroorganismu a ke snizeni citlivosti na hladinu
dusiku v prostiedi. Proto mineralizace ligninu miiZze probihat i nezavisle na mnozstvi pfiddvaného
dusiku (Allison et al., 2009).

Vliv dusiku na rozklad ligninu se méni s casem. Na pocatku, pii nizkém obsahu dusiku
kazdé jeho navySeni znamena zvySeni mineralizace organické hmoty. Pokud je dusik pfistupny
ve veétsim mnozstvi, zpocatku se urychli mineralizace uhliku, ale ke konci rozkladu se
kumulativni respirace ve srovndni s opady s nizS§im zastoupenim dusiku snizi. Obsah ligninu
v podminkach vysokého zastoupeni dusiku ve form& NO® je v negativni korelaci s rychlosti
dekompozice opadu (Wang et al., 2004).

Ptidavek labilniho uhliku (sacharéza) do pliidy vede ke snizeni druhové pestrosti a ke
zméné sloZeni spolecenstva saprofyti smérem kr — stratéglim, ktefi vyuzivaji jako substrat
primarn¢ snadno rozlozitelné latky. K — stratégové, pomalu rostouci houby rozkladajici celulozy

a lignin, jsou potlaceni, coz vede ke zpomaleni rozkladu opadu (Chigineva et al., 2009).

2.5. Vliv teploty

Teplota je dulezitym faktorem ovliviiujicim vSechny mikrobidlni procesy (Brady and
Weil, 2002). Mikrobialni procesy vedouci k rozkladu ligninu vSak zatim byly zkoumany
pfevazné za pomérné vysokych teplot v rozmezi 5 — 80°C (Ceylan et al., 2008; Niladevi and
Prema, 2008; Baborova et al., 2006), coz znamen4, Ze chybi poznatky o vlivu teploty kolem 0°C
a srovnani s vy$§imi teplotami. Teploty na vyzkumnych plochach povodi Plesného a Certova
jezera se pohybuji pravé mezi 0°C (opadova vrstva pady v zimé pod snéhovou pokryvkou) a
10°C (opadova vrstva pidy v 1ét¢).

Z literatury je patrné, Zze mikrobialni aktivita za teplot kolem bodu mrazu je velmi
vyznamna (Jones et al., 1999; Fahnestock et al., 1998; Clein and Schimel, 1995). V borealnich
oblastech tvofi emise CO;, z pudy v zimnim obdobi 10 — 30% emisi za cely rok (Clein and

Schimel, 1995). Mineralizace C a N v ptidach tajgy a tundry probiha i za teploty -5°C (Clein and
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Schimel, 1995). Da se tedy ocekavat, ze i1 extracelularni fenolytické enzymy jsou aktivni. OvSem,
s klesajici teplotou se aktivita snizuje (Ceylan et al., 2008; Niladevi and Prema, 2008; Baborova
et al., 2006). Grafy zavislosti naméfené fenolytické enzymatické aktivity na teploté naznacuji, ze
teploty kolem 0°C miizou znamenat snizeni potencialnich fenolytickych enzymatickych aktivit na
méné nez 10% z maxima za optimalnich teplot (Baborova et al., 2006; Bending and Read, 1997).
Jak ukazuji predchozi experimenty, aktivita fenoloxidaz a peroxidaz je pfi teploté 0°C vyznamna
(Applova, 2008).

Rozklad fenolickych latek za tak nizkych teplot je umoZznén pfedev§im adaptovanymi
mikrobidlnimi spoleCenstvy (Robinson, 2001; Bergero et al., 1999). Dilezitd je pfitomnost
sn¢hové pokryvky, kterd chrani opadovou vrstvu pudy pred velmi nizkymi teplotami a
promrznutim (Fahnestock et al., 1998). Existence vody v tekutém skupenstvi, ktera je nezbytna
pro mikrobidlni Zivot, je ddna obsahem soli, které snizuji teplotu bodu tdni az na -5°C
(Santrti¢kova, 2001).

Pokud se vratime k aktivitdm fenolytickych enzymu a vyS§im teplotdm, bylo zjisténo, ze
jejich teplotni optimum se pohybuje v rozmezi 30 — 50°C (Niladevi and Prema, 2008; Baborova
et al., 2006). Naptiklad teplotni optimum MnP houby Irpex lacteus bylo 50 — 60°C a pfii nizkych
teplotach (5 — 10°C) vykéazala asi 10% maximalni aktivity (Baborova et al., 2006). MnP houby
Lentinula edodes méla teplotni optimum pro oxidaci substratu (2,6 - dimethoxyphenol) 40°C
(Boer et al., 2006). Dalsim piikladem je lakaza Streptomyces psammoticus, jejiz nejvyssi aktivita
se projevila pii 32°C (Niladevi and Prema, 2008). PhOx houby Hymenoscyphus ericae ma
optimum aktivity pfi 30°C, pficemz teplota 12°C znamenala snizeni aktivity pfiblizn¢ na
polovinu (Bending and Read, 1997).

Vliv teploty na rozklad opadu neni po celou dobu tohoto procesu stejny. Ze zacatku, kdy
dominuji rychle rostouci organismy a probiha degradace snadno rozlozitelnych slozek opadu, je
vliv teploty na rychlost rozkladu vyznamny. Pozdé&ji, za dekompozice obtizné rozlozitelnych
latek jako je celuléza a fenolické latky vcetné ligninu, se jeji vliv snizuje (Berg and

McClaughtery, 2008).
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2.6. Vliv pH

Hodnota pH je dalezitym faktorem v rozkladu opadu, rozhodujicim, zda se na ném budou
podilet vice houby nebo bakterie. Vyssi pH vyhovuje bakteriim a niz§i houbam. PiestoZe se
snizujicim se pH klesd mikrobidlni rozklad, pokles je relativné maly, pH 4,5 mlze znamenat
snizeni mikrobidlni aktivity jen o jednu tfetinu oproti aktivit¢ za pH 8,3. Divodem je
pravdépodobné podobna efektivita bakterii a hub v dekompozici. Velmi nizké hodnoty pH
(mensi nez 4,5) vedou ke snizeni produktivity rostlin a k zpfistupnéni toxickych forem hliniku,
coz muze vést k celkové inhibici mikrobidlni aktivity (Rousk et al., 2009).

Aktivity fenolytickych enzymt vykazuji silnou zavislost na pH prostredi. Jejich optimum
se vétSinou pohybuje v kyselé oblasti (pH 4,0 — 7,5) (Niladevi and Prema, 2008; Boer et al.,
2006). Smérem k vy$§im a niz§im hodnotdm pH se aktivita velmi rychle sniZuje, zhruba
symetricky jak k vys$§im tak k niz§im hodnotam (Baborova et al., 2006; Bending and Read, 1997;
Eggert et al., 1996b).

Kazdy enzym ma své specifické optimum a jeho hodnota rovnéz zavisi na druhu houby,
kterd dany enzym vylucuje (Baborova et al., 2006; Bending and Read, 1997; Eggert et al.,
1996b). Napiiklad lakaza Pycnoporus cinnabarinus méla optimum pH 4,0 a pii pH 3,0 a 5,0
vykazovala ptiblizn¢ 60% maximalni aktivity (Eggert et al., 1996b). Nejvyssi aktivita MnP Irpex
lacteus byla naméfena pii pH 5,5 — 6,5, ale vice nez 60% maxima dosahovala v §ir§im rozmezi

pH 4,0 — 7,0. Pi pH 3,5 byla namétena nulova aktivita (Baborova et al., 2006).

2.7. Hypotézy

1) Aktivita fenoloxidaz, peroxidaz a Mn-peroxidaz bude vyssi v opadech s vysokym zastoupenim
vysokomolekularnich fenolickych latek.

2) Inokulace piidnim extraktem bude mit pozitivni vliv na mikrobialni respiraci, aktivitu
fenoloxidaz, peroxiddz a Mn-peroxidaz.

3) Aktivita fenoloxidaz, peroxidaz a Mn-peroxidaz bude vyssi v 10°C.

4) V opadech se béhem inkubace snizi obsah vysokomolekuldrnich fenolickych latek.

5) Reaktivita fenoloxidaz a peroxidaz poroste se zvysujici se inkubaéni teplotou.
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3. Material a metody

3.1. Studijni plochy

Studované lokality se nalézaji na tizemi Narodniho parku Sumava. Klimaticky patii
Sumava do oblasti chladné — nachézi se v prechodném stfedoevropském klimatu mirného pasma.
Teplota pidy v roce 2001 a 2002 se pohybovala kolem 0°C v zimé a mezi 10 a 12°C v Iété.
oblasti a maxima 1550 mm dosahuji pti naveétii podél statni hranice.

Z geologického hlediska Sumavskou oblast tvoii pfeménéné horniny a hlubinné vyvteliny
moldanubika a moldanubického plutonu. Uplatiiuji se zde predevSim kyselé substraty, hlavné
pararuly, migmatity, granitoidy a svory (Lozek, 2001). Z hlediska ptid, Sumava nalezi do regionu
horskych podzoli subregionem, ve kterém mezi doprovodnymi slozkami ptevazuji hydromorfni
pudy (Petrus and Neuhéuslova, 2001). Nejvyznamnéj$imi pidnimi jednotkami zde jsou podzol
(Podzol), hnéda pida kysela (Cambisol) a reziva puda (Spodo-dystric Cambisol), (klasifikace dle
CGU, v zavorce FAO).

Na Sumavé se nachazi celkem osm jezer ledovcového piivodu, z nichZ pét lezi na tizemi
Ceské republiky. Jsou to jezera Ples$né, Certovo, Cerné, Pragilské a Laka. Pfedmétem mého

vyzkumu byl rozklad rostlinného opadu v povodi jezer Pleiného a Certova.

3.1.1. Vyzkumna plocha Plesné jezero (PL)

Plesné jezero se nachdzi v nadmotské vysce 1090 m n.m., pfimo pod vrcholem Plechy
(1378 m n.m.). Povodi PL pokryva plochu 66,7 ha vcetné¢ plochy 7,5 ha samotného jezera
(Svambera, 1939, in Kopéagek et al., 2002a). Skalni podloZi tvofi granit (Vesely, 1994). Zhruba
90% povodi PL pokryvé asi 150 let stary smrko - bukovy les s minoritni pfimési jasanu. VéEtSinou
se fadi pidy v povodi PL do kategorie kyselych podzoli. Profil je tvofen opadovou vrstvou O,
svrchnim organickym horizontem A (nebo také humusovy H horizont), ochuzenym Sedavym E

horizontem, pod nimz nachazime obohaceny rezavohnédy horizont B (Kopacek et al., 2002a).
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3.1.2. Vyzkumna plocha Certovo jezero (CT)

Certovo jezero se nachazi v nadmoiské vysce 1030 m n.m., na upati Jezerni hory (1343 m
n.m.). Povodi Certova jezera pokryvéa plochu 87,5 ha v&etn& plochy jezera 10,3 ha. (Svambera,
1939, in Kopacek et al., 2002a). Skalni podloZi jezera tvoii svor (muskovitickd rula), s intruzi
kiemence (Vesely, 1994). V soudasnosti je okoli Certova jezera zalesnéno 90 - 150ti letym
sekundarnim smrkovym porostem s fidkou piimési jedle a buku. Povodi CT tvoii reziva puda

(58%), podzol (21%) a organicky bohatd nevyvinuté pida (17%) (Kopacek et al., 2002b).

3.2. Inkubacni pokus

3.2.1. Odbér opad

Odbér opadii probehl v fijnu roku 2008. Pro pokus byl vybran opad titiny chloupkaté
(Calamagrostis villosa) a jehli¢i smrku ztepilého (Picea abies). Divodem vybéru bylo dominanti
zastoupeni na studovanych plochach a vyznamny rozdil v obsahu fenolickych latek. Opady byly
odebrany v povodi Plegného jezera a v povodi Certova jezera. Za idelem odbéru jehli¢i byly ze
smrkii osttihany vétve, které byly zmrazeny. Jehlice byly ostfihany pted zaloZzenim pokusu. Opad

titiny byl ziskan otrhdnim uvadlych listl z rostlin.

3.2.2. Analyzy chemického slozeni opadu

Pocatetni méfeni bylo provedeno z pravé rozmrazenych opadi a konecné po asi 150
dnech inkubace, v opadech pouzitych v respiraénim pokusu. U koncového méfeni byla
zohlednéna teplota, pti které byl opad inkubovan, a pfitomnost ¢i neptitomnost inokulace ptidnim
extraktem. Z kazdého tohoto typu opadu byl vytvofen smésny vzorek, ktery byl pouzit pro
analyzy. Pfed zaloZenim pokust a po jejich ukonceni byl u kazdého vzorku opadu stanoven
celkovy obsah uhliku (Cror) a dusiku (Ntor), ve studené vodé extrahovatelného uhliku a dusiku
(Ccw, Ncw), celkového ve vodé extrahovatelného uhliku a dusiku (Cgxr, Next), extrahovatelného
fosforu v oxalatu (Pox), ve vodé extrahovatelnych fenolickych latek a fenolickych latek

rozpustnych v acetonu.
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3.2.3. Pudni extrakt a zalozeni pokustli pro méreni respirace

Piidni extrakt byl pfipraven tfepanim 10 g pid opadovych horizonti z jednotlivych povodi
ve 100 ml destilované vody po dobu 2 hodin.

Pted zalozenim pokusu byl opad rozmrazen (jehli¢i ostiihdno), na 1 hodinu ponofen do
destilované vody, kterd byla poté vylita, a opad byl po 20 g navazen do cistych lahvi o objemu
1000 ml. V nékterych piipadech u CT jehli¢i bylo z diivodu jeho nedostatku pouzito jen 10 g. Do
kazd¢ lahve byla umisténa kadinka s 20 ml 1 M NaOH pro méieni mikrobidlni respirace.

K opadim inokulovanym ptdnim extraktem (IN) byly napipetovany 2 ml plidniho
extraktu (k opadu z povodi Plesného jezera extrakt z puidy z povodi Plesného jezera a k opadiim
z povodi Certova jezera extrakt z povodi Certova jezera) a k neinokulovanym opadiim 2 ml
destilované vody (tzv. neinokulované vzorky, BI). K opadim o navazce 10 g bylo ptidano
poloviéni mnozstvi extraktu a vody. Sklenice byly vzduchotésné uzavieny a uloZeny do
inkubatord (SANYO, USA) pro zajisténi stalé teploty 0 a 10°C. Kazdé dva tydny byla po dobu

115 dni méfena bazalni mikrobialni respirace.

3.2.4. Zalozeni pokusu k méreni enzymatické aktivity

Paraleln¢ byl zaloZzen pokus k méteni aktivit zédkladnich fenolytickych enzyma (PhOx,
PerOx a MnP). Do 100 ml NTS lahvi bylo navazeno po 1 g opadu a pfidano po 0,1 ml
odpovidajiciho ptidniho vyluhu (IN)/destilované vody (BI). Lahve byly uzavieny parafilmem,
ktery byl na nékolika mistech perforovan, aby byl zajistén pfistup vzduchu. Opady byly
v prub¢hu pokusu ne€kolikrat dovlhcovany destilovanou vodou.

Ptipravené opady v lahvich byly umistény do inkubatorti (SANYO, USA) pro zajisténi
stalé teploty 0 a 10°C. Prvnich 5 odbért probihalo po 14 dnech a posledni odbér po 4 tydnech od
predchoziho. Pii kazdém odbéru byl opad zmrazen a po opétovném rozmrazeni byl
zhomogenizovan ve vodé podle nize popsaného postupu. V homogenatech byla ur¢ena aktivita

PhOx, PerOx a MnP.

3.3. Zavislost reaktivity PhOx a PerOx na inkubacni teploté s roztokem
L - DOPA

Pro méfeni zavislosti aktivit enzymti na teploté¢ byly pouzity rozmrazené opady z fijna

2008 bez inokulace a inkubace. Homogenaty opada byly pfipraveny vyse popsanym zpusobem.
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Mikrodestickovou metodou byla provedena analyza obsahu fenoloxidaz a peroxidaz (Hendel et
al., 2005). Inkubace namichanych roztokli v mikrodestic¢kach probihala za rtznych teplot: 0, 5,
10, 15°C a za laboratorni teploty (cca 22°C) po dobu 18 hodin.

Z grafu v ptilohdch 16 — 23 je patrny rozdil mezi PhOx a PerOx. Nejvyssi aktivity PhOx
byly naméfeny pfi teploté¢ 22°C. Aktivity peroxidaz mély maximum za teplot nizsich (v rozmezi
0 az 15°C). PhOx aktivita byla vyssi u opadu titiny nez u jehli¢i, zatimco mezi opady z riznych
povodi v aktivitach téchto enzymil nebyl rozdil. V ptipadé PerOx aktivit nebyl zfejmy rozdil ani
mezi jednotlivymi opady ani mezi stejnymi opady z riznych povodi (Pfilohy 16 — 23). Optimalni
inkubacni teploty pro stanoveni aktivit PhOx a PerOx jsou shrnuty v piiloze 5.

Podle metody na méteni aktivit PhOx a PerOx inkubacni teplota vzorka se substratem L-
DOPA je 20°C (Hendel et al., 2005). Jak ukazuji vysledky této prace, ve 20°C jiz dochéazelo
k inhibici aktivity PerOx. Pro ziskdni maximalni vytéznosti PerOx by bylo vhodné&jsi pouzit
inkubacni teplotu nizsi — kolem 5°C. U aktivit PhOx bylo teplotni optimum jasn¢ vyssi nez 20°C.
Vzhledem k tomu, Ze v tomto ptipadé neSlo o odpovéd” mikroorganismili na teplotu, nybrz o
odpovéd’ samotnych enzymti, nelze hovofit o mikrobidlni adaptaci, spi§ o biochemické vlastnosti,
reaktivit¢ za rtiznych teplot, ¢i o teplotnim optimu reakce. Namétené teplotni optimum PerOx
bylo ve srovndni s literaturou velmi nizké. Naopak aktivity PhOx mohly mit optimum

odpovidajici literarnim zdrojtiim (Niladevi and Prema, 2008; Baborova et al., 2006).

3.4. Pouzité laboratorni analyzy

Laboratorni analyzy probéhly za konstantni vlhkosti a teploty v laboratofich Katedry

biologie ekosystémil P¥irodovédecké fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

3.4.1. Bazalni mikrobialni respirace

Bazalni mikrobidlni respirace byla stanovovana absorpéni metodou s titracni koncovkou
(Jaggi, 1976; Isermeyer, 1952). Metoda je zaloZena na jimani CO, uvolnujiciho se z opadu
béhem inkubace do roztoku NaOH, ktery je umistén v kddince v lahvi s opadem. Pii reakci
vznikd Na,COs. MnoZstvi nezreagovaného hydroxidu sodného se pak titraéné stanovi pomoci

0,5M HCI na acidobazicky indikator fenolftalein. Pfed titraci bylo do kazdé z kadinek s 1M
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NaOH pfidano 5 ml 12,5% BacCl,. Pfesna koncentrace pouzité kyseliny byla stanovena titraci
roztoku Na,B4O7 na indikéator methyloranz.

Vypocet rychlosti respirace r:

r=(A-B)*cya*6005/(m*s*t) [ugC-CO.g"'den™]

A pramérna spotieba HCI na titraci 3 blankd [ml]
B spotieba HCl na titraci vzorku [ml]
CHcl ptfesna koncentrace roztoku HCI [ml]

6005  piepoctovy koeficient

m hmotnost navazky opadu [g]
s susina opadu [g]
t doba inkubace [den]

3.4.2. Celkovy obsah uhliku (Cto7) a dusiku (N+to7)

Crort, Ntor byly analyzovany v na vzduchu ususeném jemn¢ namletém opadu.
Pro urceni Cror a Nror byl pouzit elementarni analyzator (NC 2100 soil analyzer,

ThermoQuest, Italie).

3.4.3. Obsah extrahovatelného uhliku (Cgxr) a dusiku (Next)

Pro urceni ve vod¢ extrahovatelného uhliku a dusiku byly zopadid provedeny
studenovodné a horkovodné vyluhy. Studenovodné vyluhy slouzi k uréeni obsahu Ccw a New a
opadu bylo pfidano 30 ml destilované vody a nechdno 30 minut tfepat. Pak se vyluh slil,
ptefiltroval, nechal zmrazit a mokry opad byl zalit 50 ml destilované vody. Po 16 hodinach
inkubace za teploty 80°C byl slit a pfefiltrovan horkovodny vyluh a nechan zmrazit. U kazdého
vzorku byla provedena tii opakovani.

C a N ve vodnich extraktech byly zméteny na TOC/TN analyzatoru (SKALAR
FORMACS HT), NH;" a NOs™ s pouzitim priitokového analyzatoru (Foss Tecator 5042, Sweden).

3.4.4. Stanoveni reaktivniho fosforu v oxalatovém extraktu (Pox)

Extrakce byla provedena podle Cappa a kol. (1987): k 1 g na vzduchu vysusené¢ho
nenamletého opadu se pfidalo 20 ml extrakéniho Cinidla (rozpusti se 16,1 g (COONH4),.H,O a
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10,9 g (COOH),.2H,0 ve 1000 ml destilované vody). U opadu travy Calamagrostis a boravky
bylo pouzito dvojndsobné mnozstvi extrakéniho €inidla a nafedéni bylo zohlednéno pii vypoctu
koncentrace. Vzorky se ttepou 120 minut ve tmé pii konstantni teploté¢ 20°C. Extrakty a blank
byly prefiltrovany ptes skladany filtracni papir. Analyza byla provedena podle Kopacka et al.
(2001): k 1 ml extraktu, standardu a blanku bylo pfidano 6 ml destilované vody, 2 ml 0,125M
(NH4)4M070,4.4H,0, 1 ml €inidla B (0,53 g kyseliny askorbové se rozpusti ve 100 ml ¢inidla A
— Cinidlo A se pfipravi rozpusténim 3 g (NH4)sM070,4.4H,0 a 0,0725 g KSbO.C4H4O4
v destilované vodé, prida se 35,25 ml koncentrované H,SO4 a doplni do 500 ml destilovanou
vodou). Po 30 minutach se méfi absorbance pfi 660 nm. U kazdého vzorku byla provedena tfi

opakovani. Koncentrace vzorku se odecte z kalibracni kiivky.

Vypocet mnozstvi reaktivniho fosforu v opadu:

Pox = ((Absgso— A) /B) /s [ngg™]

Absgeo absorbance vzorku pii vinové délce 660 nm
A, B prepocitavaci faktory kalibracni pfimky
] suina [gg]

3.4.5. Stanoveni obsahu fenolickych latek rozpustnych v acetonu (AEPh)

Pro stanoveni dle Bérlchera a Gragy (2005) se pouZije na vzduchu usuSeny umlety opad.
K asi 100 mg takto upraveného opadu se ptida po 5 ml 70% acetonu. Po 1 hodiné extrakce pfi
teplot¢ 4°C byly vzorky zcentrifugovany a bylo odebrano po 0,1 ml supernatantu a doplnéno
destilovanou vodou na 1 ml. Kalibra¢ni kiivka byla vytvoiena z odstupiiovan¢ vodou ziedéné
taninové kyseliny v 70% acetonu. Dalsi postup je shodny pro vzorky i stanoveni pro vytvoreni
kalibra¢ni ktivky. Ptida se po 5 ml 2% Na,COs3, po 5 minutach se ptida 0,5 ml ¢inidla Folin-
Ciocalteu. Po 120 minutach se méfi absorbance pii 760 nm. Celkova koncentrace fenolickych
latek se stanovi na zéklad¢ kalibracni kiivky vytvorené z rizné koncentrované taninové kyseliny.
U kazdého vzorku byla provedena tfi opakovani. SuSina byla urena navaZzenim a uUplnym

vysusenim (14 hodin, 80°C) na vzduchu ususené¢ho namletého opadu.

Vypocet zastoupeni AEPh v 1 g suSiny:
m = {[(Abs7eo— B) / A] /(2 *s) * 1000000} / 1701,2 [pmolg™]

25



ADbse absorbance vzorku pii vinové délce 760 nm

A, B prepocitavaci faktory kalibracni pfimky

2 prepocet na 1 mg

] susina [gg']

1000000 prepocet jednotky

1701,2 molulova hmotnost taninové kyseliny (gmol™)

3.4.6. Fenolické latky rozpustné ve vodé (WEPh)

Obsah vodorozpustnych fenolickych latek v opadu byl uren spektrofotometrickou
metodou (DeForest et al., 2005). Standardni roztok, ze kterého byla fedénim pfipravena
kalibra¢ni fada, obsahoval kyselinu p — kumarovou, p — hydroxybenzoovou, vanilinovou a
syringovou o celkové koncentraci fenolickych kyselin 200 pmoll™.

V 10 ml destilované vody byly po dobu 18 hodin za konstantni teploty 20°C tfepany 2 g
vlhkého opadu (bez vysuSeni). Pak byly vzorky centrifugovany (900 g, 10 min.) a pod tlakem
ptefiltrovany. Filtraty byly podle potifeby nafedény destilovanou vodou. K5 ml nafedénych
filtratd, standardiim a blanku, ptipravenému z piefiltrované destilované vody, bylo ptidano 0,75
ml 1,9M Na,CO3 a 0,25 ml roztoku Folin — Ciocalteu. Vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 1
hodiny a poté byla zméfena absorbance pii vinové délce 750 nm. Na zaklad¢ kalibraéni kiivky

s ohledem na natedéni vzorkt byla urc¢ena koncentrace fenolickych latek ve vzorcich.

Vypocet zastoupeni WEPh v 1 g suSiny:
m = (Abs;so— B) /(A * 200 *s) [pmolg™]

Abssg absorbance vzorku pii vinové délce 750 nm
A, B prepocitavaci faktory kalibracni piimky
200 koeficient k piepoctenina 1 g

] susina [gg']

Vsechny vysledky se pomoci susSiny piepoctou na jednotku hmotnosti suché hmoty opadu.
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3.4.7. Stanoveni susiny (s)

Sucha hmotnost (susina) je bezrozmérné Cislo, udavajici podil suchého rostlinného opadu
na hmotnosti 1 g Cerstvého vzorku. Obecné se urcuje tak, zZe se necha vysusit opad o pfedem
zndmé hmotnosti do konstantni hmotnosti (14 hodin pii 80°C), a zvaZzi se. SuSina udava pomér
hmotnosti po ususeni a pted usuSenim.

Susina pro vypocet aktivit enzymi byla stanovovéana zaroven s pifipravou homogenatu
opadli. Homogenat, ktery byl pfipraven z navdzeného mnozstvi opadu (piiblizné 0,5 g), se
filtroval ptfes pfedem zvazené filtrani papiry. Ty byly vysuSeny i se zachycenym opadem na
pfedem zvazené hlinikové vazence do konstantni hmotnosti (14 hodin pii 80°C). Po vychladnuti

byla vazenka s filtry a vzorkem opét zvazena.

Vypocet suché hmotnosti opadu s:

s=(mg—m,)/ my

m, hmotnost vazenky a filtra¢nich papirt [g]
my hmotnost vazenky a filtra¢nich papirti po vysuseni se suchym opadem [g]
my hmotnost navazeného vlhkého opadu [g]

3.4.8. Priprava homogenatu

Pro ptipravu homogenatu opadu ve vod¢ bylo z NTS lahvi odebirdno po 0,5 g opadu.
Opad byl zhomogenizovan s 50 ml destilované vody. PouZiti destilované vody jako extraktantu
zajiStuje nejvyssi vytéznost enzymi (Steffen et al., 2007). Kazdy homogenat byl prefiltrovan
pres zvazeny filtraéni papir. Pouzité filtrani papiry byly suSeny 14 hodin pfi teploté 80°C a
zvazenim byla urCena suSina opadu v dobé odbéru. Piefiltrovany homogenat byl zmrazen v

plastovych uzaviratelnych zkumavkach a uchovavan do provedeni analyz.

3.4.9. Stanoveni aktivit fenoloxidaz (PhOx) a peroxidaz (PerOx)

Spektrofotometricka metoda stanoveni aktivit fenoloxidaz (PhOx) a peroxidaz (PerOx)
podle Hendela a kol. (2005) je zaloZena na inkubaci vodniho homogenatu opadu v acetatovém
pufru, ke kterému se pridava aminokyselina L-DOPA. Ta slouzi jako substrat pro PhOx a za

ptitomnosti peroxidu vodiku pro PhOx i PerOx. Aktivita PerOx se urci odectenim aktivity PhOx.
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Aktivita PhOx a peroxidaz PerOx byla urCovana za pouziti 96-jamkovych mikrodesti¢ek
(Gallo et al.,, 2004; Saiya-Cork et al., 2002). Pro zmétfeni PhOx aktivity bylo k 200 pl
homogenatu ptidano 50 pl 25mM roztoku L-DOPA v acetitovém pufru o pH 5 (pH bylo
navyseno piidanim silného roztoku NaOH, nebo byl acetatovy pufr vytvofen smisenim 0,206 ml
99% (w/w) kyseliny octové sroztokem s 0,871 g octanu sodné¢ho a doplnénim destilovanou
vodou na objem 200 ml za vysledného pH 5). Pro urceni PerOx aktivity byla vytvofena
opakovani s pfidanim 10 pl 0,3% H>0,. Z kazdého homogenatu byla pfipravena 4 opakovani pro
kazdy enzym a kontrolni blank, obsahujici 200 pl homogenatu a 50 pl acetatového pufru
(s pfidavkem 10 pl 0,3% H,O, pro PerOx blank). Mikrodesticky byly pfiklopeny vickem a
inkubovany ve tmé ve 20°C. Po 18 hodindch inkubace byla v mikrodestickovém analyzatoru
(Infinite 200, TECAN, Svycarsko) zméfena absorbance pii 460 nm. Aktivita na 1 litr

homogenatu a na 1 g suSiny se vypocita podle nasledujicich rovnic (Hendel et al., 2005):

a) Vypocet aktivity fenoloxidaz (PhOx):

A(PhOX) = ( Abssg / 7,9 ) * 1000 [pmolh™'1]

A(PhOx) enzymova aktivita na 1 L homogenétu za 1 hodinu inkubace [pumolh™1™]
Absag absorbance pii vlnové délce 460 nm

7,9 koeficient vymirani, ktery je 1,66mM pro DOPA v podminkach tohoto méteni

b) Vypocet aktivity peroxidaz (PerOx):

A(PerOx) = { [Abse / 7,9] — A(PhOx) } * 1000 [pmolh™'T"]

A(PerOx) enzymova aktivita na 1 litr homogenétu za 1 hodinu inkubace [pmolh™1"]
Absug absorbance pii vlnové délce 460 nm
7,9 koeficient vymirani, ktery je 1,66mM pro DOPA v podminkach tohoto méteni

¢) Vypocet aktivity enzymii v 1 g suchého opadu:

An=(A*V)/m [pmolhg"]

A aktivita enzymu [pumolh'T""]
m hmotnost suché¢ho opadu [g]
A" objem homogenatu [50 ml]
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3.4.8. Stanoveni aktivit MnP, oxidaz a peroxidaz

V homogenatech opadi ziskanych vySe popsanym zpltsobem byla provedena
mikrodestickovou metodou analyza Mn-peroxiddz podle metodiky Ngo a Lenhoff (1980). Pro
zjisténi aktivity MnP je tifeba urcit aktivitu vSech peroxiddz a poté od ni odecist aktivitu
peroxiddz bez MnP (AR — AP) (Ptiloha 1). K 50 pl homogenati opadi bylo ptidano 200 ul
roztoki pufri (Pfiloha 3). Tyto roztoky byly namichidny podle schématu v pfiloze 1 a
napipetovany podle tabulky v piiloze 2. V destickach byla kazdych 30 s po dobu 3 minut méfena
absorbance pfi vlnové délce 590 nm. K méfeni absorbance byl pouZzit mikrodesti¢kovy analyzator
(Infinite 200, TECAN, Svycarsko). Vhodné hodnoty (vytvéiejici piimku) naméfenych absorbanci
v ¢ase byly prolozeny ptfimkou. Aktivita enzymii se odvozovala od sklonu této ptimky. Zména

absorbanci byla vztazena na Cas a prepocitana na aktivitu podle nasledujiciho vzorce:

Vypocet enzymatické aktivity:
A = ((Abs(590), — Abs(590),) / (x / 3600) * 0,25 / 32900 / 0,05 * 1000) / (s * 10) [nmolh™'g”]

Abs(590), absorbance pfi vinové délce 590 nm v ¢ase T,
Abs(590), absorbance pii vlnové délce 590 nm v case T,
X délka ¢asového tseku mezi ¢asem Ty a T, [s]
3600 prepocet na hodinu

0,25 celkovy objem reakéni smési v [ml]

32900 molarni absorb¢ni koeficient

0,05 objem pipetovaného vzorku [ml]

s susina v [gg']

10 prepocet susiny na objem vzorku

3.5. Statistické zpracovani dat

Statistickd zhodnoceni byla provedena v programu STATISTIKA 8 (One-way ANOVA,
Fisher test).
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4. Vysledky

4.1. Chemické slozeni opadu pred zahajenim pokusu a po jeho

ukoncéeni

4.1.1. Pocatecni a konec¢né chemické slozeni opadt

Cror Nror Cror/Ntor Cexr Cexr Nexr Nexr DON

mgg’  mgg” mgg’ %Cror mgg’  %Nior mgg”

PL Titina 43836° 9,38° 46,88°  31,57°  6,84° 1,61°  17,75°  1,24°
(4,44) (0,57) (3,09) (2,73) (0,59) (0,24) (0,21) (0,24)

Jehli¢i 486,90 12,32 39,52° 98,72  19,26° 0,27° 1,73" 0,15"
(3,47) (0,25) (0,54) (4,55) (0,89) (0,08) (0,31) (0,04)

CT Tiina 428,98° 11,72*° 37,77° 34,51°  7,64° 1,50°  12,19°  1,08°
(6,47) (2,43) (8,52) (3,38) (0,75) (0,07) (0,55) (0,07)

Jehliéi 491,48 15,00° 32,83% 102,51° 22,54° 0,59° 4,55° 0,63"
(1,49) (0,87) (1,86) (24,94) (1,42) (0,23) (0,25) (0,04)

Tab. 1a. Poc¢ate¢ni chemické sloZeni opadu titiny a jehli¢i (n = 3, £S.D., rlizna pismena oznacuji
signifikantni rozdily mezi vzorky). PL — povodi Plesného jezera, CT — povodi Certova jezera,

DON - obsah organického dusiku rozpustného ve vode.

Cew Cew Ncw Ncw Pox AEPh WEPhH
-1 1

mgg’ %Cexr mgg'  %Nexr pgg’  pmolg’  pmolg”
PL Titina 4,377 13,837 0,248  14,61° 224,060 31,75 1241°

(0,32) (1,01) (0,07) (4,21) (18,23) (4,57) (1,16)
Jehligi  4,36% 4,42" 0,01° 2,94° 5512° 261,35°  8,69°
(0,47) (0,48) (0,00) (0,06) (2,87) (16,97) (3,07)

CT Titina 5,95° 17,23°  0,42° 27,86 116,98° 32,06 14,20°
(0,66) (1,90) (0,02) (1,37) (6,08) (7,26) (0,90)

Jehligi  6,12" 5,97° 0,04" 6,91°  68,40° 349,97  4,02°
(0,56) (0,55) (0,00) (0,43) (1,80) (35,43) (0,15)

Tab. 1b. Pocatecni chemické slozeni opadu titiny a jehli¢i (n = 3, +S.D., rtiznd pismena oznacuji
signifikantni rozdily mezi vzorky). PL — povodi Ple$ného jezera, CT — povodi Certova jezera,
DON - obsah organického dusiku rozpustného ve vodé¢, AEPh — obsah fenolickych latek
rozpustnych v acetonu, WEPh — obsah fenolickych latek rozpustnych ve vodé.
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Ve vSech uvadénych charakteristikdch (Tab. la, 1b), krom& poméru celkového uhliku
k celkovému dusiku, byly naméfeny signifikantni rozdily mezi opady (Fisher test, p < 0,05).
Obsah celkového uhliku a dusiku byl vyssi v jehli¢i, zatimco jejich pomér byl vyssi v opadu
titiny. Celkovy extrahovatelny uhlik byl vice =zastoupen v jehlici, ale obsah uhliku
extrahovatelného ve studené vodé vztazeného k celkovému extrahovatelnému uhliku byl vyssi
v opadu titiny. Celkovy obsah extrahovatelného dusiku byl naopak vyrazné vyssi v opadu titiny a
také obsah dusiku ve studenovodném vyluhu byl nékolikrat vyssi v pfipadé opadu titiny. Obsah
rozpu$téného organického dusiku (DON) byl vyssi rovnéZz v opadu titiny. Opad titiny byl také
vyrazn¢ bohat$i na dostupny fosfor. V jehli¢i byly piiblizné desetinasobné vice zastoupeny
fenolické latky rozpustné v acetonu, ale vodorozpustné fenolické latky byly zastoupeny vice
v opadech titiny. Opad titiny byl tedy celkové bohatsi na snadno dostupné zdroje Zivin a energie.

Béhem inkubace se chemické slozeni opadi zménilo (Ptiloha 4a, 4b).

4.2. Kumulativni mikrobialni respirace

60 -
50 -
2
3 407 ——IN, 0°C
S BI, 0°C
€ 30 -
£ ——1IN, 10°C
() o
-g 20 - —s—BI, 10°C
Q.
[}
[)
14

10 -

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Cas (den)

Graf 1. Kumulativni respirace v opadu titiny z povodi PL. PL — povodi Plesné¢ho jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace.
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Graf 2. Kumulativni respirace v jehli¢i z povodi PL. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace.
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Graf 3. Kumulativni respirace v opadu titiny z povodi CT. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace.
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Graf 4. Kumulativni respirace v jehli¢i zpovodi CT. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace.

Nejvétsi vliv na kumulativni respirace méla teplota (Grafy 1 - 4). V 10°C byla
kumulativni respirace v opadech z obou povodi signifikantn¢ vyssi (Fisher test, p < 0,001) nez

v 0°C (Grafy 5 a 6).
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Graf 5. Kumulativni mikrobidlni respirace v opadech z povodi Plesného jezera (n = 3, chybové
usecky znazornuji S.D.). A — IN titina 0°C, B — BI titina 0°C, C — IN titina 10°C, D — BI titina
10°C, E — IN jehli¢i 0°C, F — BI jehli¢i 0°C, G — IN jehli¢i, 10°C, H — BI jehli¢i 10°C; IN —

inokulovany, BI — bez inokulace.

Typ opadu ani pfitomnost inokulace neméla uobou povodi signifikantni vliv na
kumulativni respiraci (Graf 5 a 6).

V opadu PL titiny v 0°C byla vyssi kumulativni respirace v opadu IN (Graf 5). Inkubaéni
teplota 10°C znamenala vétsi respiraci v BI opadech titiny. U jehli¢i v 0°C byla vyS$s$i mira

respirace v opadech BI. V jehli¢i v 10°C byla respirace v BI a IN opadech na stejné urovni.
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Graf 6. Kumulativni mikrobialni respirace v opadech z povodi Certova jezera (n = 3, chybové
usecky znazornuji S.D.). A — IN titina 0°C, B — BI titina 0°C, C — IN titina 10°C, D — BI titina
10°C, E — IN jehli¢i 0°C, F — BI jehlic¢i 0°C, G — IN jehli¢i, 10°C, H — BI jehli¢i 10°C; IN —

inokulovany, BI — bez inokulace.

cvwr

(Graf 6). Z opadu titiny v 10°C byla intenzivngj$i respirace v IN opadech. Nejvyssi respirace
v opadech z CT byla v jehli¢i Bl v 10°C. V 0°C byly respirace podobné, at’ uz se jednalo o jehli¢i
IN nebo BI.
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4.3. Aktivity fenolytickych enzymu

Ve vysledkové ¢asti jsou uvedené pouze nékteré grafy zobrazujici vyvoj aktivit enzyml

béhem inkubace opadi, ostatni jsou zatazeny do ptiloh.

4.3.1. Aktivita PhOXx

Teplota Inokulace Pramérna Hodnota Cas
aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.) maxima
°C pmolh 9'1 pmolh'1g'1 den
Titina 0 IN 3,5 (1,5) 5,3 (2,0) 14
BI 4,5 (1,1) 5,9 (0,0) 70
10 IN 3,8 (0,7) 4,9 (0,8) 28
BI 3,5(0,7) 4,6 (1,0) 0
Jehli€i 0 IN 6,0 (5,4) 13,4 (1,9) 97
Bl 6,2 (6,6) 19,2 (3,3) 97
10 IN 15,8 (8,0) 21,9 (9,1) 27
BI 22,4 (11,3) 32,8 (4,8) 13

Tab. 2. Enzymaticka aktivita fenoloxidaz (PhOx) v opadech z povodi PL (Primérna aktivita: n =
7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). PL — povodi Plesného jezera, IN — inokulovany vzorek, BI
— vzorek bez inokulace, Cas dosazeni maxima — &as, kdy aktivita PhOx dosahla maximalni

hodnoty.

Za opady z obou povodi byly signifikantné (Fisher test, p < 0,001) vyss§i primérné aktivity
PhOx v jehli¢i (Tab. 2 a 3). Nejvyssi primérna aktivita PhOx v opadech z povodi PL byla v BI
jehli¢i v 10°C (Tab. 2). V jehli¢i byly PhOx aktivity vyssi v 10°C, v opadu titiny neni vliv teploty
patrny. Ve vSech opadech, kromé opadu titiny z PL v 10°C, byla aktivita PhOx vyssi v BI

opadech. Maximalni aktivity kopiruji rozdily mezi primérnymi aktivitami.
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Teplota Inokulace Primérna Hodnota Cas

aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.) maxima
°C pmolh’ g'1 |.|molh'1g'1 den
Titina 0 IN 3,6 (1,6) 6,5 (1,7) 69
BI 4,3 (1,2) 5,7 (1,3) 97
10 IN 51 (1,2) 7,3 (0,5) 55
BI 5,6 (1,8) 8,3 (1,9) 69
Jehli€i 0 IN 16,4 (15,9) 39,3 (5,8) 69
Bl 10,1 (11,7) 29,0 (8,7) 97
10 IN 24,5 (16,6) 43,2 (5,0) 27
BI 23,4 (13,8) 43,2 (16,0) 27

Tab. 3. Enzymaticka aktivita fenoloxiddz (PhOx) v opadech z povodi CT (Primérnd aktivita: n =
7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). CT — povodi Certova jezera, IN — inokulovany vzorek, BI
— vzorek bez inokulace, Cas dosazeni maxima — &as, kdy aktivita PhOx dosahla maximalni

hodnoty.

V opadech z povodi CT byly vyssi aktivity v opadech v 10°C. Nejvyssi aktivita PhOx
v opadech z CT povodi byla v IN jehli¢i v 10°C (Tab. 3). V opadech titiny byly aktivity vyssi
v BI opadech, zatimco v jehlici vIN opadech. Vliv teploty a opadu se projevil podobné
v hodnotdch maximalnich aktivit. Aktivity PhOx dosahly maximalnich hodnot diive vIN
opadech neZ v opadech BI. Aktivity PhOx dosdhly maximélnich hodnot dfive ve vzorcich

inkubovanych v 10°C nez v 0°C.
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Graf 7. Porovnani pribéht aktivit PhOx v PL jehlici. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, £5.D.).
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Graf 8. Porovnani pribéhii aktivit PhOx v CT jehli¢i. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, £5.D.).

Grafy 7 a 8 ukazuji podobnost v aktivitach PhOx v jehli¢i z riznych povodi. Aktivita
PhOx v PL opadech byla nizsi nez v CT opadech. PhOx aktivita v CT jehli¢i byla zpocatku vyssi
v 10°C, ale jiZ kolem 30. dne inkubace zacala klesat. Naopak aktivita v 0°C dosahla maxima az
kolem 70. dne inkubace. Na prubézich aktivit PhOx ve titin€ se vliv inkubace ani teploty tak

vyrazné neprojevil (Pfiloha 6 a 7).
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4.3.2. Aktivita PerOx

Teplota Inokulace Primérna Hodnota Cas
aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.)  maxima
°C pmolh’g” pmolh™'g” den
Trtina 0 IN 0,9 (1,3) 3,5(1,6) 14
BI 1,2 (1,6) 3,8 (4,0) 42
10 IN 0,5 (0,9) 2,3 (2,5) 14
BI 0,6 (0,6) 1,5 (0,4) 14
Jehlici 0 IN 1,2 (1,4) 3,6 (1,7) 13
BI 1,3 (1,5) 3,2(1,3) 27
10 IN 0,2 (0,6) 1,5 (1,0) 0
BI 0,5 (1,1) 2,9 (0,7) 0

Tab. 4. Enzymaticka aktivita peroxiddz (PerOx) v opadech z povodi PL (Primérna aktivita: n =
7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). PL — povodi PleSného jezera, IN — inokulovany vzorek, BI
— vzorek bez inokulace, Cas dosaZeni maxima — &as, kdy aktivita PerOx dosdhla maximalni

hodnoty.

Nejvyssi prumérna aktivita PerOx byla nejvyssi v BI jehli¢i v 0°C (Tab. 4). Aktivity
v opadech z PL povodi byly vyssi v 0°C nez v 10°C. Aktivity v opadech z PL povodi byly vyssi
v BI opadech nez v IN opadech. Také hodnoty maximdlnich aktivit tomu v priméru odpovidaji.

V 0°C urychlila inokulace nastup maximalnich aktivit. V 10°C takovy vliv neméla.
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Teplota Inokulace Primérna Hodnota Cas

aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.) maxima
°C pmolh”g” pmolh”g” den
Titina 0 IN 0,8 (1,7) 4,6 (4,6) 0
BI 0,4 (0,8) 2,0 (1,4) 55
10 IN 2,9 (2,8) 8,0 (7,9) 27
Bl 2,1(21) 5,6 (2,1) 69
Jehlici 0 IN 1,6 (2,0) 4,8 (1,3) 13
BI 2,4 (2,7) 6,7 (1,2) 27
10 IN 0,6 (1,2) 3,2 (1,0) 0
BI 0,5 (1,0) 2,7 (0,4) 0

Tab. 5. Enzymaticka aktivita peroxidaz (PerOx) v opadech z povodi CT (Primérnd aktivita: n =
7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). CT — povodi Certova jezera, IN — inokulovany vzorek, BI
— vzorek bez inokulace, Cas dosaZeni maxima — &as, kdy aktivita PerOx dosdhla maximalni

hodnoty.

Nejvyssi primérna aktivita PerOx v opadech z povodi CT byla nejvyssi v IN opadu titiny
z CT v 10°C (Tab. 5). Aktivita v opadu titiny byla vyssi v 10°C, zatimco v jehli¢i v 0°C. V opadu
titiny a v jehli¢i v 10°C se projevil pozitivni vliv inokulace. Hodnoty maximalnich aktivit tomu

odpovidaji. V priméru tohoto maxima dosahuji diive aktivity v jehli¢i a obecné inokulované

opady.
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o —a—IN, 0°C
g Bl, 0°C
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kv
<

60 80 100
Cas (den)

Graf 9. Porovnani pribéha aktivit PerOx v PL jehli¢i. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, £S.D.).
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Graf 10. Porovnani pribéhti aktivit PerOx v CT jehli¢i. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, £5.D.).

Vyvoj aktivit PerOx byl velmi podobny u jehli¢i z povodi CT a u jehli¢i z povodi PL
(Graty 9 a 10). V prvni poloviné inkubace byly vyssi aktivity v 0°C nez v 10°C. V druhé
poloviné byly naméteny ve vSech piipadech nulové aktivity. Maxima aktivity v BI jehli¢i v 0°C
bylo dosazeno o dva tydny pozd€ji nez v IN jehli¢i a maximalni hodnoty byly srovnatelné.
Teplota 10°C zptisobila rychlé snizeni aktivit, které¢ se velmi mirn¢€ zvysSuji az v druhé poloviné
inkubace, v ptipadé¢ CT jehli¢i az kolem 70. dne. Na pribézich aktivit PerOx v opadu titiny se

vliv inkubace ani teploty tak vyrazn¢ neprojevil (Pfiloha 8 a 9).
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4.3.3. Aktivita MnP

Teplota Inokulace Pramérna Hodnota Cas
aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.)  maxima
°C nmolh”’g” nmolh”g” den
Trtina 0 IN 0,5 (0,5) 1,3 (1,6) 42
BI 0,5 (0,5) 1,4 (1,8) 14
10 IN 0,4 (0,2) 0,6 (0,8) 70
BI 0,3 (0,2) 0,5 (0,9) 0
Jehlici 0 IN 0,7 (0,4) 1,4 (0,8) 41
BI 0,7 (0,3) 1,1 (1,0) 1
10 IN 0,7 (0,5) 1,4 (0,3) 13
BI 0,5 (0,4) 1,0 (1,0) 69

Tab. 6. Enzymatické aktivita Mn-peroxidaz (MnP) v opadech z povodi PL (Primérna aktivita: n
= 7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). PL — povodi Ple$ného jezera, IN — inokulovany vzorek,
BI — vzorek bez inokulace, ¢as dosazeni maxima — Cas, kdy aktivita MnP dosdhla maximalni

hodnoty.

Primérna enzymaticka aktivita MnP byla vyss§i v jehli¢i (souhrné pro opady zobou
povodi) a signifikantné (Fisher test, p < 0,05) se liSila od aktivit v opadu titiny (Tab. 6 a 7).
Aktivity v opadu titiny z PL byly vyssi v 0°C (Tab. 6). V 10°C méla inokulace pozitivni vliv na

aktivitu.
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Teplota Inokulace Prumérna Hodnota Cas

aktivita maximalni dosazeni
(S.D.) aktivity (S.D.) maxima
°C nmolh’ 9'1 nmolh'1g'1 den
Titina 0 IN 0,5 (0,6) 1,6 (0,7) 0
BI 0,5(0,3) 1,0 (0,9) 69
10 IN 0,5 (0,5) 1,6 (0,7) 0
BI 0,6 (0,7) 2,0 (2,9) 69
Jehli¢i 0 IN 0,9 (0,3) 1,2 (0,2) 41
BI 1,0 (0,3) 1,4 (0,8) 41
10 IN 0,4 (0,3) 0,8 (0,3) 41
BI 0,6 (0,1) 0,8 (0,1) 27

Tab. 7. Enzymaticka aktivita Mn-peroxidaz (MnP) v opadech z povodi CT (Primeérna aktivita: n
= 7, hodnota maximalni aktivity: n = 3). CT — povodi Certova jezera, IN — inokulovany vzorek,
BI — vzorek bez inokulace, Cas dosazeni maxima — &as, kdy aktivita MnP doséhla maximalni

hodnoty.

Primérna aktivita MnP v opadech z povodi CT byla nejvyssi v BI opadu jehlici v 0°C
(Tab. 7). Inokulace méla negativni vliv na aktivitu v jehli¢i. Rovnéz ve vysSich teplotach byla
aktivita v jehli¢i niz8i. Hodnoty maximalnich aktivit tomu odpovidaly. V ptipadé opadu titiny
neni vliv téchto faktord patrny. Aktivity MnP v opadu titiny z CT byly nejvyssi v opadu pred
inkubaci. Prib¢hy aktivit MnP neukazuji vliv teploty ani inokulace (Ptiloha 10 - 13).
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4.4. Zavislost enzymatické aktivity na chemickém sloZeni opadu

PhOXx MnP
Cror 0,74** 0,73**
(mgg™)
Nror 0,73** 0,78**
(mgg™)
C/N -0,70** -0,74**
CEXT -0,34* n.s.
(mgg™)
Cexr 0,75 0,76**
(% Cror)
Nexr 0,49+ n.s.
(mgg™)
Nexr -0,71% - 0,67+
(% N+or)
DON -0,67* -0,61*
(mgg™)
Cew n.s. 0,55*
(mgg™)
Cew -0,68** - 0,63*
(% Cext)
Ncw = 0;64* - 0,61*
(mgg™)
New -0,58* n.s.
(% Nexr)
Pox -0,71% - 0,68**
(ugg™)
AEPh 0,76** 0,77**
(umolg™)
WEPhH - 0,59* - 0,69**
(umolg™)

Tab. 8. Korela¢ni koeficienty vybranych charakteristik pocatecniho chemického slozeni opadu
s aktivitami fenoloxidaz (PhOx) a Mn-peroxidaz (MnP) (n = 12). DON — obsah organického
dusiku rozpustného ve vod¢, AEPh — obsah fenolickych latek rozpustnych v acetonu, WEPh —
obsah fenolickych latek rozpustnych ve vodé. Signifikantnost korelaci: * p <0,05; ** p <0,01;

n.s. — nesignifikantni.

Aktivity PhOx a MnP korelovaly nejsilnéji s obsahem Cror, Ntor, Cpgxr a s AEPh.

Negativné korelovaly s pomérem C/N, Ngxt, DON, relativnim obsahem Ccw a Pox (Tab. 8).
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4.5. Zména obsahu fenolickych latek v opadu béhem inkubace

4.5.1. Zména obsahu AEPh a WEPh

Teplota Inokulace Zména Zména obsahu
obsahu AEPh WEPhH
°C % %

Titina 0 IN - 28,75 -11,79
Bl - 32,54 14,53

10 IN -23,62 2,84

2] - 31,42 28,38

Jehlici 0 IN - 65,09 60,15
Bl - 64,44 - 28,00

10 IN -71,81 47,86
Bl - 66,66 -12,23

Tab. 9. Zména obsahu fenolickych latek béhem inkubace opadi zPL. Zména je vztaZzena
k po¢ateCnimu obsahu a vyjadifena v procentech. Zaporné ¢islo znamena ubytek v obsahu. PL —

povodi Plesného jezera, IN — inokulovany vzorek, BI — vzorek bez inokulace.

Béhem inkubace se ménilo zastoupeni fenolickych latek v opadu (Tab. 9 a 10). Zména je
riznd pro obsah AEPh a WEPh. Zastoupeni AEPh se snizilo ve vSech pfipadech. Rozdily jsou v
rozsahu snizeni. V jehli¢i doSlo ke statisticky prikazné vySSimu sniZzeni obsahu AEPh nez
v piipadé¢ opadu titiny (Fisher test, p < 0,05). Na zménu zastoupeni WEPh v opadu mél
statisticky prikazny vliv také typ opadu (Fisher test, p < 0,05) (Tab. 9 a 10). Zména zastoupeni
AEPh a WEPh signifikantné korelovaly (N =36; r=-0,53; p <0,01).

V opadu PL titiny doslo k vétSimu snizeni obsahu AEPh v BI opadech (Tab. 9). V jehlici
z PL doslo k vétsimu snizeni AEPh v IN opadech. V opadech titiny z PL byla zména AEPh vétsi
v 0°C, v jehli¢i v 10°C.

V opadech z povodi PL neplati konzistentni snizeni obsahu WEPh (Tab. 9). V PL titiné
doslo ke zvySeni obsahu WEPh ve vSech opadech kromé IN v 0°C. V opadech titiny BI bylo toto
zvySeni vEétsi. V 10°C se obsah WEPh zvySoval vice nez v opadech v 0°C. V jehli¢i se obsah
WEPh zvysSoval v IN opadech a snizoval v BI opadech. Vétsi zména obsahu WEPh nastala
v jehli¢i v 0°C.
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Teplota Inokulace Zména Zména obsahu
obsahu AEPh WEPhH
°C % %
Titina 0 IN -42,74 16,04
BI - 69,62 8,81
10 IN - 25,99 51,11
Bl - 51,21 2,07
Jehlici 0 IN - 66,61 89,33
BI - 62,41 97,72
10 IN -73,65 81,95
BI - 82,37 194,54

Tab. 10. Zména obsahu fenolickych latek béhem inkubace opadi z CT. Zména je vztaZzena
k pocatecnimu obsahu a vyjadfena v procentech. Zaporné ¢islo znamena tbytek v obsahu. CT —

povodi Certova jezera, IN — inokulovany vzorek, BI — vzorek bez inokulace.

V opadu CT titiny doSlo k vétSimu snizeni obsahu AEPh v BI opadech (Tab. 10). V CT
jehli¢i bylo vétsi snizeni obsahu AEPh v IN opadu v 0°C a v BI opadu to bylo v 10°C. V opadech
titiny byla zména vétsi v 0°C. V jehlic¢i bylo sniZzeni obsahu AEPh vétsi v 10°C.

Obsah WEPh se v opadech z povodi CT ve vSech ptipadech zvysil (Tab. 10). V opadech
titiny se obsah WEPh zvysil vice v IN opadech. V jehlici se obsah WEPh zvysil vice v BI

opadech.
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4.5.2. Zavislost zmén obsahu AEPh a WEPh na aktivité PhOx a MnP
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Graf 11. Zavislost zmény obsahu AEPh na aktivité fenoloxiddz (PhOx). r- korela¢ni faktor, p

oznacuje signifikanci.
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Graf 12. Zavislost zmény obsahu WEPh na aktivité fenoloxiddz (PhOx). r- korela¢ni faktor, p

oznacuje signifikanci.
Zména obsahu AEPh signifikantné negativné korelovala (p < 0,001) s aktivitou PhOx

(Graf 11). Zména obsahu WEPh signifikantné (p = 0,001) pozitivné korelovala s aktivitou PhOx
(Graf 12). Zména obsahu AEPh dale signifikantné¢ negativné korelovala (p = 0,014) s aktivitou
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MnP (Ptiloha 14). S aktivitou MnP signifikantné pozitivné korelovala (p = 0,013) zména obsahu
WEPh (Ptiloha 15).
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5. Diskuze

5.1. Mikrobialni respirace

Mikrobialni respirace rostla po celou dobu inkubace. Nebylo tedy dosazeno limitni
hodnoty, podobné jako ve studii Domische a kol. (2006). Kumulativni mikrobialni respirace
doséhla za dobu inkubace srovnatelnych hodnot s Hanssonem a kol. (2010). Ti vSak jehlic¢i
inkubovali v 15°C, coz znamend, Ze kumulativni mikrobidlni respirace byla niz$i nez v ptipadé
této prace.

Celkova respirace za obdobi inkubace zavisela pouze na teploté. Inokulace ani typ opadu
nemél vliv. Typ opadu nemél signifikantni vliv na respiraci ani pii jinych méfenich na danych
lokalitach (Barta et al., 2010), ale je to v rozporu se studii Rouska a Badthe (2007). Také Wang a
kol. (2004) nalezli zavislost na typu opadu. Inokulace rovnéz respiraci signifikantné neovlivnila,

coz indikuje ptitomnost endofytickych mikroorganismt (Barta et al., 2010).

5.2. Vliv chemického sloZeni na enzymatickou aktivitu

Na aktivitu PhOx a MnP mél signifikantni vliv typ opadu. Opady se liSily v chemickém
slozeni. Dostupnost zivin vyznamné ovlivituje produkci fenolytickych enzymu (Allison et al.,
2009; Enrique et al., 2008; Eggert et al., 1996b; Leatham and Kirk, 1983). Signifikantni pozitivni
vliv m¢l obsah AEPh. Obsah fenolickych latek je povazovan za zasadni pro aktivitu fenolickych
enzyml (Sinsabaugh, 2010). S obsahem AEPh uzce souvisi obsah Cror, ktery zahrnuje i
fenolické latky. Také tento ukazatel byl pozitivné signifikantné korelovan s aktivitou PhOx a
MnP. Naproti tomu mezi WEPh patii i nizkomolekularni fenolické latky, které slouzi jako zdroj
zivin a energie 1 pro nefenolytické mikroorganismy (Kanerva et al., 2006; Kraus et al., 2004;
Fierer et al., 2001). Obsah WEPh byl proto negativné korelovan s aktivitami PhOx a PerOx.
Podobné obsah Ccw, ktery rovnéz odpovidd obsahu snadno dostupného uhliku, je negativné
korelovan s aktivitami PhOx a MnP. Vysoky obsah snadno dostupnych zivin a energie v opadu
muze zpusobovat utlum fenolytickych enzymu (Chigineva et al., 2009), coz se projevilo 1 v této
préci. Supresivni vliv dusiku na dekompozici obtizné rozlozZitelného opadu je znamy (Enrique et
al., 2008; Wang et al., 2004; Leatham and Kirk, 1983). Ukazuje se to i na negativni korelaci
aktivit PhOx a MnP s Ncw a DON. Chybéjici korelace relativni hodnoty New vztazené k Nexr

muze byt zplisobend heterogenitou vzorkd. Také ostatni korelace s Ncw jsou slabé. DalSim
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dalezitym prvkem je fosfor. Oxalatovy fosfor predstavuje dostupné zdroje fosforu pro
mikroorganismy a odpovidd tomu také negativni korelace s aktivitami PhOx a PerOx. Zdroje
snadno dostupnych zivin vétSinou snizuji aktivitu enzymi, ale pfitomnost jiného zdroje uhliku
nez je lignin mize podpoftit degradaci fenolickych latek véetné ligninu nékolika WR druhy hub,
véetn¢ Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, T. hirsutus, Polyporus spp. a
Lentinula edodes (Berg and McClaughtery, 2008). To by vysvétlovalo pozitivni korelaci MnP
s absolutnim obsahem Ccw. Obsah Cext a Ntot jsou korelovany pozitivng, coz je v ptipadé Cexr
zpusobeno ziejmé vysokym zastoupenim vysokomolekularnich fenolickych latek v Cgxr. Ntor
vysokomolekularnich latek v opadu.

Pro dalsi praci bych doporucila métit chemické slozeni opadl ve tfech bodech: po odbéru,
po namoceni opadu do destilované vody pied zalozenim inkubaci a po jejich ukonceni. Pro
zjisténi miry obohaceni opadu zivinami prostfednictvim pidniho extraktu bych navrhovala urcit

také jeho slozeni, ptfedevsim rozpustnych forem C, N, P a WEPh.

5.3. Vliv enzymu na zménu zastoupeni fenolickych latek

Aktivity PhOx a MnP signifikantné ovlivnily zménu zastoupeni AEPh a WEPh v opadech.
Vliv aktivit PhOx byl silnéjsi, coz mize souviset s nizkymi aktivitami MnP na pocatku
dekompozice opadu (Steffen et al., 2007). Aktivity PhOx a MnP mély signifikantni vliv na
snizeni naméfené¢ho obsahu AEPh v opadu. Naproti tomu ve studii Steffen a kol. (2007)
enzymatickd aktivita nekorelovala s ibytkem ligninu. Obsah WEPh se s rostoucimi aktivitami
PhOx a MnP zvySoval. To mohlo byt zptisobeno selektivnim rozkladem PhOx a MnP
vysokomolekuldrnich fenolickych latek, ¢imz by se automaticky zvySovalo zastoupeni WEPh.
Dalsim vysvétlenim je konkurence mikroorganismu zivicich se snadno dostupnymi zdroji energie
(r-stratégové) a vysokomolekularnimi latkami (K-stratégové) (Chigineva et al., 2009). Pak pokud
v opadu prevladali K-stratégové produkujici PhOx a rozkladajici predev§im AEPh, chybéli by r-
stratégové rozkladajici hlavné WEPh. Tomu by také odpovidala signifikantni korelace mezi
zménami AEPh a WEPh. Signifikantni korelaci mezi aktivitami MnP a zménou zastoupeni
fenolickych latek se tato prace liSi od Steffen a kol. (2007). Z vysledk (t€snéjsi korelace a vySsi
aktivity) se tedy zd4, ze ubytek fenolickych latek v opadu v pocatecnich stadich dekompozice byl
zpusoben predevsim aktivitami PhOx, podobné¢ jako v literatufe (Steffen et al., 2007).
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5.4. Vliv inokulace puidnim extraktem, endofytické mikroorganismy

Na respiraci, enzymatickou aktivitu ani zménu zastoupeni fenolickych latek neméla
inokulace zddny vliv. Divodem miiZze byt silné napadeni opadu uspéSnymi saprofytickymi
endofyty (Barta et al., 2010; Promputtha et al., 2007; Osono, 2006), nebo inhibice latkami
obsazenymi v pidnim extraktu. To ze pudni extrakt mohl obohatit vzorky opadu o mnoho zivin
muzeme vidét z obsaht latek rozpustnych ve studené vodé (Ccw, Ncw, WEPh). Opady byly
extrahovany pouze 30 minut, zatimco extrakty opadového piidniho horizontu po dobu 60 minut.
Nicméné opady byly pied zaloZenim pokusti na 60 minut namoceny do vody, a proto lze
ocekavat, ze byly ochuzeny jak o mikroorganismy tak ¢aste¢n¢ o rozpustné latky. Dodané Ziviny
v pidnim extraktu mohly brzdit degradaci, nebo ji naopak zvySovat (Allison et al., 2009; Enrique
et al., 2008; Eggert et al., 1996b; Leatham and Kirk, 1983). Inokulace samotnymi
mikroorganismy by tedy mohla mit znacné odliSny vliv. Vliv inokulace mtize byt nizky také
proto, Ze v inicidlni fazi rozkladu dominuji endofyticti saprofyté a teprve pozd¢ji, kdy je opad
castecné rozlozen, je kolonizovan dal§imi ptidnimi saprofyty (Promputtha et al., 2007), protoze
opad na pocatku dekompozice pro né¢ mize byt nedostupny (Osono and Hirose, 2009).

Vyhodou endofytii je jejich pfitomnost na opadu v okamziku odlomeni listu. Takovy
endofyticky mikroorganismus je adaptovany na chemické slozeni rostliny. Mezi rostlinami a
endofytickymi mikroorganismy totiz existuji prokdzané interakce. Pokud je mikroorganismus
ptfitomen na ,,odpovidajicim* substratu v podobé¢ listu, probiha rozklad mnohem rychleji. Velky
vliv na dekompozici miize mit také urcitd kombinace endofytickych druht, na ptiklad zahrnujici
houbu zoddé€leni Basidiomycetes (Santana et al., 2005), ktera zajisti rozklad ligninu a
zptistupiiovani nového substratu (Berg and McClaughtery, 2008). Ukazuje se tedy, ze rovnéz
lignin a jiné vysokomolekularni fenolické latky jsou rozklddany endofytickymi mikroorganismy
(Osono, 2006). V ptipadé, Ze je takovy mikroorganismus pifitomen, mize dochazet jiz od pocatku
k rozkladu fenolickych latek a ligninu.

Mikrobialni respirace byla signifikantné odliSna v opadech z riznych povodi. To mohlo
byt dano riznym napadenim endofyty, které se projevilo v pfipad€ titiny projevilo riznym
zabarvenim opadu (opad z povodi CT byl Cisté Zluty, z PL skvrnity). Skvrnité zabarveni mohlo
byt dano kolonizaci endofyty nebo parazity. Pfesto vliv inokulace ani v opadu titiny neni

konzistentni.
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U opadu titiny mohlo byt vétsi snizeni AEPh u BI opadii nez u IN opada zptsobeno
dotykem listl se zemi a samotnou inokulaci. Ze zemé& se dotykem nebo prachem mohly prenést
mikroorganismy na opad. V takovém pfipad¢ by i opady titiny BI obsahovaly saprofytické
mikroorganismy. Vysokym obsahem rozpustnych zivin v pudnim extraktu mohla byt inhibovana
¢innost fenolytickych enzymt v IN opadech titiny (Enrique et al., 2008; Eggert et al., 1996b;
Leatham and Kirk, 1983). Opad titiny je také pfirozené pomérné bohaty na rozpustné latky.

U jehli¢i prevlada vétsi ubytek AEPh v IN opadech. K tomu je tfeba dodat, Ze jehlici
pouzité k pokusiim se nikdy nedotklo zem¢ a proto u ného nemohlo dojit k pfirozenému prenosu
mikroorganismu (proto predpokladam, Ze je k inkuba¢nim pokusiim vhodnéjsi). Silné zastoupeni
endofytl a nizky obsah rozpustnych latek zptsobily jiz na poc¢atku dekompozice vyrazny ubytek
obsahu AEPh.

Z malého vlivu inokulace na mikrobialni respiraci, fenolytickou aktivitu a zménu
zastoupeni AEPh a WEPh vyplyva, ze pfi zkouméni pocate¢nich fazi dekompozice, vlivem
pritomnosti endofytickych mikroorganismt, 1ze odebrat opad bez dotyku s pudou a neni nutné

inokulovat ptidnim extraktem.

5.5. Viiv teploty na mikrobialni respiraci a produkci fenolytickych
enzymiu

Mikrobialni respirace byla signifikantn€ vys$si v 10°C nez v 0°C. Mikrobidlni respirace
vSak byla vyznamna i v 0°C, podobné¢ jako v literatufe (Uchida et al., 2005; Jones et al., 1999;
Fahnestock et al., 1998; Clein and Schimel, 1995). Vliv teploty byl vyssi v jehli¢i. Vysledky tedy
neodpovidaji tvrzeni, Ze mikrobialni respirace je vice ovlivnénd teplotou v opadech s nizkym
zastoupenim fenolickych latek (Domisch et al., 2006; Meentemeyer, 1978).

Na rozdil od mikrobialni respirace, produkce fenolytickych enzymi a zména zastoupeni
AEPh a WEPh neukazaly zavislost na teploté, ¢imz se potvrdila predchozi méteni (Barta et al.,
2010). Podobn¢ tomu bylo v piedchozim pokusu, kdy aktivita PhOx a PerOx také nebyla
ur¢ovana inkubaéni teplotou (Applova, 2008). Fenolyticka aktivita je tedy stejné vysoka pii 0°C
jako pfi 10°C. Fakt, ze nizké teploty vyhovuji nékterym houbam, je znamy (Robinson, 2001;
Bergero et al., 1999). Da se také predpokladat, ze vzhledem k vysokym optimalnim teplotdm
(Niladevi and Prema, 2008; Baborova et al., 2006), rozdil 10°C, pokud v 0°C nedojde

k zamrznuti, nebude mit pfili§ velky vliv.

52



5.6. Vyuziti poznatku této prace

5.6.1. Pri¢iny kurovcové kalamity a obnova poskozenych lokalit

Klrovcova kalamita trva jiz od roku 2004. Hlavnimi pfi¢inami rozvoje klirovce je nizka
odolnost stromil viici jejich ataku (Jones et al., 2004). Odolnost je negativné ovlivnéna suchem
zpusobenym melioracemi a oslunénim stromil na obnazenych krajich lest bez ketfového porostu a
po holosecném kaceni. Déle je to zvySeny piisun zivin, acidifikace prostiedi kyselymi desti a
s tim souvisejici zvySena toxicita hliniku a vyplavovani vépniku (Ca) a hoif¢iku (Mg) (Jones et
al., 2004).

Hlavni otazkou nyni je, co dé¢lat slesem poSkozenym kirovcem. Jednim zfeSeni je
holosecné kaceni a odvoz dfeva. Tento postup s sebou nese ekonomicky zisk, ale také mnoha
negativa. Dochézi k obnaZeni dalSich okraje lesti, uzemi se ochuzuje o ziviny potiebné pro rist
novych stromi, poskozuje se piida, méni se vodni rezim. Sifi se travy, které zabraiiuji uchyceni
semenackil stromi, ale mohou mit pfiznivy vliv na zvySovani pH a zadrzovani zivin v pude,
vcetné vapniku a hotc¢iku (Fiala et al., 2005). Dal§im feSenim je pfirozend obnova lesa, jejimz
vysledkem by mél byt heterogennéjsi, odolnéjsi, riznoveky lesni porost. Riist stromi je vSak
zavisly na dostatku Zivin a organické hmoty v pide. V lese jsou ziviny vazané predevSim ve
dievé stromt a v opadu (Kovarova and Vacek, 2003). Do pudy se vraceji skrze tleni a rozklad
této organické hmoty. Hlavnimi chybéjicimi nutriety jsou bazické kationty, jejichz nedostatek byl
zpusoben uvoliiovanim kyselymi depozicemi, s nimiz Ca a Mg reagovaly a byly vyplavovany.
Celkové ve smrkovém porostu je pfitomno 254 kg dostupného Ca a Mg dohromady v jednom
hektaru lesa. V puad¢ je jich 240 kg/ha (Kopacek, nepublikovano), ale odstranéni vegetace vede
k jejich rychlému vyplavovani. Velké mnozZstvi je vazano ve stromech (pouze ve vétvich a jehlici
smrkll se nachdzi 92 kg/ha). Pti holose¢ném vykaceni pfijdeme nejen o vapnik a hoicik, ale i o
jiné ziviny a organickou hmotu. Krokem potiebnym k Cerpani nutrientli rostlinami je rozklad

dieva a ostatni organické hmoty.

Z t&chto diivodii probiha na Sumavé intenzivni vyzkum rozkladu organické hmoty a cyklt
prvki (napt. Santriickova et al., 2009; Santriickova et al., 2006). Moje prace pfispiva predeviim
ke zlepSovani metodiky zjiStovani rychlosti rozkladu opadu. Stim souvisi jiz zminéné

doporuceni stanovovat chemické slozeni opadii po namoceni do destilované vody a urcovat

53



aktivity PerOx pfinizSich inkubacnich teplotach. Pfi studiu prvnich stddii dekompozice neni

vvvvvv

opadu, potazmo chemické slozeni opadt.
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6. Zavéry

e Obsah vysokomolekularnich fenolickych latek pozitivné ovliviiuje aktivitu fenoloxidaz a

Mn-peroxidaz. Obsah nizkomolekularnich fenolickych latek je ovliviiuje negativng.

e Inokulace nema v pocate¢nim stadiu dekompozice (cca 100 dni pii teploté 0 — 10°C) vliv
na mikrobialni aktivitu (mikrobialni respiraci) v opadu titiny chloupkaté (Calamagrostis
villosa) a smrku (Picea abies), na produkci fenoloxidaz, peroxidaz, Mn-peroxidaz ani na

zménu zastoupeni fenolickych latek.

e V 10°C je vyssi mikrobialni aktivita (mikrobidlni respirace) nez v 0°C. Enzymaticka
aktivita je rovnéz ovlivnéna teplotou, ale zde neni tento vliv konzistentni. Mikrobidlni

respirace 1 enzymatické Stépeni fenolickych latek probiha i za teploty 0°C.
e Bc¢hem inkubace se snizil obsah vysokomolekularnich fenolickych latek v opadech.

e Naméiené aktivity samotnych fenoloxidaz a peroxidaz bez ptitomnosti mikroorganismi
jsou zavislé na teploté, ve které inkubujeme vzorky opadl (bez inokulace a bez inkubace)
se substratem L-DOPA. Optimum fenoloxidaz bylo vyssi nez 22°C, zatimco optimum

peroxidaz lezelo v rozmezi teplot 0 — 15°C.

e Vpovodi Pleiného a Certova jezera dochazi k rozkladu jehli¢i (Picea abies) a opadu
titiny chloupkaté (Calamagrostis villosa) i za nizkych teplot (0°C). Jiz od pocatku
dekompozice dochézi k rozkladu fenolickych latek, coz umozniuje rychlou dekompozici
organické hmoty v opadovém piidnim horizontu a uvolnéni zivin do piidy, kde slouzi jako

zdroj zivin pro novy porost.
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8. P¥ilohy

AR AP
Sukcinat — lakatovy pufr 21 ml 21 ml
DMAB 2,8 ml 2,8 ml
MBTH 1,4 ml 1,4 ml
MnSO4 1,4 ml -
H,;0, 1,4 ml 1,4 ml
EDTA - 1,4 ml

Ptiloha 1. Smési pro stanoveni Mn-peroxidazy

VZ1|VZ1 VZ3|VZ3 VZ5|VZ5 VZ7|VZ7
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
vVzZ1 | VZ1 VZ3|VZ3 VZ5 |VZ5 VZ'T7|VZ7
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
vVzZ1 | VZ1 VZ3|VZ3 VZ5 |VZ5 VZ'T7|VZ7
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
vVzZ1 | VZ1 VZ3|VZ3 VZ5 |VZ5 VZ'T7|VZ7
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
V22 |\VZ2 VZ4|VZ4 VZ6|VZ6 VZ8 |VZ38
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
V722 |\VZ2 VZ4|VZ4 VZ6|VZ6 VZ8 |VZ38
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
V22 |\VZ2 VZ4|VZ4 VZ6|VZ6 VZ8 |VZ38
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP
V722 |\VZ2 VZ4|VZ4 VZ6|VZ6 VZ8 |VZ38
+ AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP + AR |+ AP

Ptiloha 2. Schéma pipetovani vzorkt a roztoki AR a AP do mikrodesti¢ek
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Ptiloha 3. SloZeni pufri:

Sukcinat-laktatovy pufr (100 mM)

0,146 g Kyselina jantarova
1,64 g Kyselina mléc¢na, sodnd stl 60%
100 ml destilovana voda

Fosfatovy pufr (100 mM)

0,950 g KH,PO,
0,540 g Na,HPO4.2H,0
100 ml destilovana voda

Roztok DMAB (25 mM)

0,0826 g DMAB

20 ml Fosfatovy pufr pH 6,5
Roztok MBTH (1 mM)

0,0043 g MBTH

20 ml destilovana voda
Roztok MnSO4 (2 mM)

0,0169 g MnSO4.2H,0

50 ml destilovana voda
Roztok EDTA (2 mM)

0,074 g Na,EDTA.2H,O

50 ml destilovana voda
Roztok H,O, (1 mM), byl pFipravovan ¢erstvy pred kazdym méienim

10 pl 30% H,0,

88 ml destilovana voda
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Teplota In  Cror Nror Cror/Ntor Cexr Cexr  Nexr  Nexr DON
°C mgg” mgg” mgg’ % mgg’ % mgg”

Cror Nror

PL Titina 0 IN 449,94 10,51 42,81 32,85 7,30 1,49 14,18 1,23
(3,09 (0,69 (0,17)  (1,60) (0,17)

0 Bl 447,34 12,69 35,24 29,11 6,51 1,54 12,10 1,30

(221) (0,49) (0,06)  (0,44)  (0,06)

10 IN 450,24 10,33 43,58 34,71 7,71 1,47 14,27 1,05

(1,89) (0,42) (0,21)  (2,01)  (0,00)

10 Bl 448,13 13,88 32,28 34,84 7,77 1,71 12,31 1,41

(1,79)  (0,40) (0,07)  (0,51)  (0,07)

Jehlici 0 IN 501,25 15,60 32,14 42,33 8,44 1,51 9,70 1,18
057) (011) (0,12) (0,77) (0,12)

0 Bl 497,91 15,19 32,78 37,32 7,50 0,74 4,87 0,49

(310) (0,62) (0,11)  (0,72)  (0,04)

10 IN 506,05 19,68 25,72 41,69 8,24 3,75 19,04 2,37

(166) (0,33) (0,24) (1,23) (0,24

10 Bl 504,50 17,30 29,17 33,37 6,61 2,20 12,72 1,30

(1,06) (021) (0,22) (1,27) (0,13)

CT Trtina 0 IN 445,27 9,66 46,08 43,94 9,87 1,78 20,23 1,67
(459) (1,03) (0,31) (0,63) (0,06)

0 Bl 450,53 11,22 40,16 37,49 8,32 1,64 14,62 1,18

(162) (036) (0,30) (2,71) (0,15)

10 IN 437,90 16,25 26,94 47,50 10,85 3,73 22,97 2,43

(,78) (0,64) (0,29) (1,80) (0,29)

10 Bl 442,70 10,49 42,19 42,04 9,50 1,55 14,72 1,31

(3,70) (0,84) (0,11)  (1,02) (0,11)

Jehlici 0 IN 506,22 18,75 26,99 26,55 5,24 1,51 8,05 1,14
(252) (050) (0,34) (1,82) (0,34)

0 Bl 505,05 17,73 28,49 31,21 6,18 1,01 5,69 0,72

(0,86) (0,17) (0,05  (0,30)  (0,05)

10 IN 503,75 19,85 25,38 27,54 5,47 2,62 13,22 1,34

099 (0,20) (0,02) (0,11) (0,02)

10 Bl 505,41 19,47 25,96 36,58 7,24 3,85 19,77 1,92
(1,90) (0,38) (0,19)  (1,00) (0,19)

Ptiloha 4a: Konecné chemické slozeni opadl (n = 3, = S.D.). PL — povodi Plesného jezera, CT —

povodi Certova jezera, In — inokulace, DON — obsah organického dusiku rozpustného ve vodg.
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Teplota In ch ch Ncw Ncw Pox AEPhHh WEPhH

°C mgg" % mgg’ % pgg’ pmolg” pmolg”
Cext Nexr
PL  Trtina 0 IN 913 27,79 045 29,86 173,11 22,84 10,95
0,99  (3,02) 0,05 (318 (12,94)  (3,90) (1,26)
0 Bl 805 2724 056 3636 164,99 2142 14,22
0,30)  (1,07) 0,07)  (452) (19,23)  (8,01) (2,36)
10 IN 10,89 34,22 052 3560 204,00 20,83 12,76
1,74  (@11) 0,07) (483 (1385  (593) (1,89)
10 Bl 12,48 3582 057 3312 10554 2012 15,93
0,85  (2,44) 0,04)  (230)  (8,53) (2,95) (1,13)
Jehligi 0 IN 7,03 1660 025 16,40 212,84 9124 13,33
047)  (1,10) 0,01) (0,65  (533)  (14,40) (1,34)
0 Bl 1025 258 012 16,84 13233 9294 8,04
(1,39 (357 001)  (0,93) (17,15)  (3,79) (0,55)
10 IN 817 1961 088 23,52 170,70 73,67 12,71
0,20)  (0,49) 0,03)  (0,89) (13,70)  (5,90) (0,29)
10 Bl 6,87 2058 060 27,39 97,53 87,14 7,47
(0,18)  (0.54) 0,02  (097) (4.18) (4,16) (3,57)
CT Titina 0 IN 1498 32,08 044 2487 5953 1835 16,79
191) (3,72 0,04)  (2,18) (1546) (2,49 (0,60)
0 Bl 1242 3301 037 2243 8858 1281 15,62
(051)  (1,88) 0,02) (1,200 (11,93)  (5,50) (1,09)
10 IN 22,34 47,03 1,84 49,25 157,99 19,77 20,56
(1,64)  (3,46) 007)  (201) (673) (7,03) (2,42)
10 Bl 17,41 4395 054 3830 113,65 1564 14,54
207)  (3,13) 0,09) (2555 (12,61)  (2,66) (0,32)
Jehligi 0 IN 495 1822 056 16,03 122,51 116,85 7,62
0,42)  (1,95) 0,01)  (0,96) (11,99)  (11,91) (0,26)
o Bl 500 1601 020 2011 nd. 131,57 7,95
0,04)  (0,14) 0,01)  (1,46) (13,99) (0,60)
10 IN 516 18,75 064 24,33 9297 9222 7,32
033  (1,21) 0,02 (0,75  (6,31) (9,27) (0,81)
10 Bl 804 21,99 114 2971 117,63 61,72 11,85
(054)  (1,60) 012)  (310) (7.36) (6,29) (1,41)

Ptiloha 4b: Konec¢né chemické slozeni opadii (n = 3, + S.D.). PL — povodi Plesného jezera, CT —
povodi Certova jezera, In — inokulace, AEPh — obsah fenolickych latek rozpustnych v acetonu,

WEPhH — obsah fenolickych latek rozpustnych ve vodé.
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Maximalni aktivita Teplota

(umolg™'h™) (°C)
PhOx titina PC 3,57 22
titina CC 2,84 15
jehli¢i PC 0,96 22
jehli¢i CC 1,11 22
PerOx tirtina PC 7,81 5
tirtina CC 3,64
jehli¢i PC 3,83 10
jehli¢i CC 4,01 15

Ptiloha 5. Shrnuti hodnot maximdlnich aktivit fenoloxiddz (PhOx) a peroxiddz (PerOx)

v zavislosti na teploté. PL — povodi Plesného jezera, CT — povodi Certova jezera.
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Ptiloha 6. Porovnani prabéht aktivit PhOx v opadech PL titiny. PL — povodi Plesného jezera, IN

— inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, +S.D.).

12
:T_m
gl —a—IN, 0°C
° BI, 0°C
% —s—IN, 10°C
S —a—BI, 10°C
<

0 : : ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100

Cas (den)

Piiloha 7. Porovnani priibéhti aktivit PhOx v opadech CT titiny. CT — povodi Certova jezera, IN

— inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, +S.D.).
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Ptiloha 8. Porovnani pribehii aktivit PerOx v opadu PL titiny. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n =3, £S.D.).
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Piiloha 9. Graf aktivity PerOx v opadech CT titiny. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n = 3, £S.D.).
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Ptiloha 10. Porovnani prib¢hii aktivit MnP v opadu PL titiny. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n =3, £S.D.).

4 _
"o 3 - -~
- —a—IN, 0°C
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kv
<

0 20 40 60 80 100
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Ptiloha 11. Porovnani pribéht aktivit MnP v PL jehli¢i. PL — povodi Plesného jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n =3, £S.D.).
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Piiloha 12. Porovnani priibéht aktivit MnP v opadu CT titiny. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n =3, £S.D.).
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= —a—IN, 0°C
g BI, 0°C
£ —a—IN, 10°C
©

£ —a—Bl, 10°C
k7

<

Cas (den)

Piiloha 13. Porovnani pribéhi aktivit MnP v CT jehli¢i. CT — povodi Certova jezera, IN —

inokulovany, BI — opad bez inokulace. Vyneseny jsou priméry (n =3, £ S.D.).
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Ptiloha 14. Zavislosti zmény AEPh na aktivit¢ Mn-peroxiddz (MnP). r- korela¢ni faktor, p

oznacuje signifikanci.
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Priloha 15. Zavislosti zmény WEPh na aktivit¢ Mn-peroxiddz (MnP). r- korela¢ni faktor, p

oznacuje signifikanci.
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Ptilohy 16 a 17. Srovnani zavislosti fenoloxidazovych (PhOx) (A) a peroxiddzovych (PerOx) (B)

aktivit v opadu PL titiny na riznych inkubacnich teplotach (primér, n =3, + S.D.).
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Prilohy 18 a 19. Srovnani zavislosti fenoloxidazovych (PhOx) (A) a peroxidazovych (PerOx) (B)

aktivit v opadu CT titiny na riznych inkubacnich teplotach (prumér, n = 3, £ S.D.).
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Ptilohy 20 a 21. Srovnani zavislosti fenoloxidazovych (PhOx) (A) a peroxidazovych (PerOx) (B)

aktivit v PL jehli¢i na riznych inkubacnich teplotach (primér, n =3, £ S.D.).
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Ptilohy 22 a 23. Srovnani zavislosti fenoloxidazovych (PhOx) (A) a peroxidazovych (PerOx) (B)

aktivit v CT jehli¢i na riznych inkubacnich teplotach (primér, n =3, + S.D.).
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