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1. Uvod

Na za&atku 60. let 20. stoleti se stala hlavnim celtmwym problémem antropogenni
acidifikace terestrickych a sladkovodnich ekosysté@®mrkovéporosty na Sumav byly
vystaveny vlivu atmosférické kyselé depozice aedrstmu nedostatku Zivin, cozZ se projevilo
oslabenim jejich fyziologického stavu. Oslabenynieporost tak snadno podléha uiok
Skiadca. V sowasné dob dochazi v dsledku napadeni porostu lykoZroutem smrkovyps (
typographu¥ k odumirani stromoveého patra, prégevani a tim vyraznému rozvoji podrostu.
Na vyzkumnych plochach nami studované lokality @aitk nahrazovani smrkoveého porostu
bylinnym patrem s vysokym zastoupenim trav. Seénou vegeténiho krytu a stim
souvisejici zminou kvality rostlinného opadu vstupujiciho dadp Ize @ekavat zvySeni
aktivity padnich enzym.

S tim je také spojena transformace uhliku, dusitas@ru v fidé. To bude mit dopad
na sloZzeni a funkci spalenstva fdnich mikroorganisiin a aktivitu enzym. Dojde-li
k proswtleni povodi obou jezer vidledku odumirani stromového patra, zvysi se Zamip
teplota, a proto se dagqapokladat zvySeni mineralizacédnmi organické hmoty a aktivity
pudnich enzymi. Nejenom klimatické podminky, ale také vyvoj vegatho krytu bude mit

zasadni vliv najdni mikroorganismy.

Cile prace:

1. Stanovit kinetiku enzymovych reakci a zvolit vhodrkoncentraci substratu pro naslednée
analyzy.

2. V opadovém a humusovémignim horizontu vyzkumnych ploch (povodi PleSného
a Certova jezera) stanovit aktivitu enzgrfosfomonoesteraz\-glukosidazy, celobiosidazy,
alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy.

3. Objasnit vliv gevladajicich drubh podrostu Avenella flexuosa, Vaccinium muyrtiljus
a opaduPicea abieyna aktivitu enzyra v padach povodi PleSného jezera.

4. Stanovit vliv teploty na aktivitu sledovanych engyv padach povodi PleSného jezera.



2. Literarni piehled

2.1 Obecny Uvod o extracelularnich enzymech

Enzymy jsou jednoduché nebo slozené proteiny, které seaiyji svoukatalytickou
aktivitou . Pro jejich funkci v pd¢ je velmi dilezita ziva buika, protoZe jsou dhem jejiho
bungéného fistu a dleni syntetizovany. Enzymy navazané n&j$im povrchu nebo mimo
buiiku jsou definovany jakextracelularni. VétSina z nich ma nizkou molekulovou hmotnost
(20 000 az 40 000) (Tate, 2000). Enzymovou aktileucharakterizovat vlastnostmi, které se
odrazeji od interakce mezi enzymem, jeho subsifsityceniny geménované enzymem)
a produkty jejich reakce (Tate, 2000). Rychlostnalo&ych a biochemickych reakci owiuji
tim, Ze snizuji jejich aktivani energii. Ta zavisi na koncentraci substratiifopnosti
aktivatoifi a inhibitof, pH a teplat.

Muzeme rozliSovat mezi dwma zakladnimi skupinami enzyimPrvni skupinou jsou
enzymy _konstitutivni nezavislé naiftomnosti substratu, vZzdy produkovanéikou a stale
piitomné. Druhou skupinou jsou enzymy induktivipirodukované pouze wipomnosti
substratu a jen kdyZ je jejich aktivita pettna (Tate, 2000).

2.1.1 Lokalizace enzyni v pudnim prostiredi

Enzymy Ize rozdit do nékolika zakladnich kategorii podle jejich ungist v pidnim
prostedi (Obr. 1) (Burns, 1986; Nannipieri et al., 2002)

1. Enzymy asociované s Zivymi, metabolicky aktivniraiikami v pidé, byvaji v
cytoplasng, navazané na b&nou sénu nebo jako_extracelularni enzymy
které byly buikou pra¥ vylouceny.

2. Enzymy asociované s Zivymi ale nereprodukujicimbgegkami.

3. Enzymy, které jsou asociované s jejich substratyomplexech enzym-
substrat.

4. Enzymy, které jsou spojeny s mrtvymiitkami nebo s buftnymi ¢astmi,
nebo které difunduji z umirajicich hikq které je produkovaly.

5. Enzymy, které jsou vice mé&npermanent®t imobilizované na jilovych
¢asticich a huminovych koloidech.



Z predchoziho pehledu vyplyva, Ze enzymy mohou byt ve volné fomebo vazané
na pidnich c¢asticich (Skups, 1978a), v komplexech s koloidy, jilovymi mingral
a humusovymi latkami (Burns, 1982; Nannipieri et, &002). V této forra se stavaji
rezistentnimi uci proteolytické degradaci a/nebo chemicko-fyzikélaistresu a mohou tudiz

pretrvavat v fidé po velmi dlouhou dobu.

Intracelularni
enzymy v mrtvé
neporuiené
buiice

Enzymy v klidovych
formach bunék

S

Intraceluldrni
enzymy v Zivé
bufce

77

Enzymy
prichycené na
mrtvych buiikdach
nebo jejich zbytcich

Sekrece

‘r/ Komplex enzym - substrat
Extracelularni enzymy

Huminowvé Jilové
kyseliny < mineraly
Komplex enzym - huminové Komplex enzym—jilové
kyseliny mineraly

Obr. 1.Distribuce a hlavni zdroje enzyinr pidnim prostedi (upraveno podle Tate, 2000).

2.1.2 Aktivita enzymia v padnim profilu

Aktivita enzymi se v fidnim prostedi neni. Fadni profil ma sloZitou prostorovou
heterogenitu diky tomu, Ze ma kazdy horizont o@li$nnozstvi pdni organické hmoty,
texturu, mineralni obsah, obsahidpiho vzduchu, vody adrné mnoZzstvi mikrobialni
biomasy (Burns, 1986).

Opadovy fidni horizont je oproti humusovému a mineralnimwewgstaven v&Sim
faktoim prostedi. Mikrobialni aktivita je zde vice ovihevana mikroklimatickymi
podminkami. Andersson et al. (2004) zjistili, ZeS$ly enzymova aktivita v opadovém
horizontu je spojovana s vysSim obsahem uhlikukrabialni biomase a bazalni respiraci, na
rozdil od horizontu humusového a mineralniho. Dtohyplyv4, Ze aktivita enzyin

v opadovém horizontu je Uzce spojena s aktivriistem mikroorganisiin



Organicky horizont obsahuje velké mnoZstvi orgaglckmaterialu ve fortnhumusu
a jemnych keéem rostlin, které podporuji vyvoj mikrobialni biomagyisk and Fahey, 2001).
Mikrobialni biomasa klesa spolu s hloubkotdpiho profilu (Enowashu et al., 2009), coz
podporuje také vyzkum Fierer et al. (2003)iktosgli ke stejnému vysledkuipprazkumu
dvou odlisnych fpdnich profifi. Hlavnim divodem sniZzeni mikrobialni biomasy s klesajici
hloubkou mdniho profilu je pokles v dostupnosti substratusouvislosti se zgnami
v obsahu fidniho uhliku a redukovanou kvalitou a mnoZstviidnd organické hmoty (Ajwa
et al.,, 1998; Fierer et al., 2003). Také inaktivareymi jilovymi mineraly v hlubSich
pudnich horizontech dZe bytéasténé odpowdna za odliSnou distribuci a snizenou aktivitu
enzymi (Khaziev and Burangulova, 1965).

Zivotnost enzym je tedy zAvisla na tom, v jaké se nachazeji asbsiburenymi
strukturami, gdnimi¢asticemi, na vlastnostecligniho prostedi a umisini v ramci gidniho
profilu (Tate, 2000). V neposlediiace jsou pro aktivitu enzyin dilezité mikroklimatické
faktory prostedi, vegeténi kryt a horninové podlozi (Burns, 1986).

2.2 Extracelularni enzymy

Extracelularni enzymy jsou katalyzatory procésezbytnych pro dekompozictigni
organické hmoty, dale se podileji na biodegradegamckych makromolekul a na kokdiu
Zivin v padé. Mezi klicove enzymy pdt enzymy hydrolytické, které &i chemické vazby
v substratech pomoci molekul vody. Vyznamnymi skapii £chto enzyni zapojenych do
cyklu uhliku (C), dusiku (N) afosforu (P) jsoucelulazy, protedzy a fosfatazy

2.2.1 Celulazy

Celuladzy jsou nezbytnou s@asti kolokhu uhliku. Dekompozice golni organické
hmoty, a to pedevsSim celuldzy, je katalyzovana systémem celul@jrch aktivita zahrnuje
ztratu krystalické struktury celul6zy a naslednaepalymerizaci. Po depolymerizaci jsou
kratké fetezce glukdézovych jednotek (dvjednotky — celobidza,fit jednotky — celotrioza)
hydrolyzovany endoenzymy celobiazou a celotriazoyednoduchych glukézovych jednotek
(Killham, 1994). Ty mohou byt transportovany do miialnich bugk, kde podléhaji
katabolismu a slouzi jakaitbzity zdroj uhliku a energie (Burns, 1986).



Vyznamnym zastupcem této skupiny enzyj@p - glukosidaza (EC 3.2.1.21)Tento
velmi hojny enzym pdt mezi nejméa variabilni enzymy. Jeji aktivita je nezbytndi p
degradaci celulézy a dalSich karbohydratovych pelinaz na glukézové jednotky (Saiya-
Cork et al., 2002)Celobiosidaza (EC 3.2.1.91ke podili na hydrolyze 1,43 - D -

glukosidickych vazeb celul6zy tim, Ze uioje celobiézu na konéetezca celuldzy.

2.2.2 Proteazy

Extracelularniproteazy (EC 3.4.2.21-24)naji dileZitou roli v cyklu dusiku. Gastni
se hydrolyzy pdnich proteid, pii které dochazi k naruSeni peptidovych vazeb mezi
aminokyselinami. Uvoléni aminokyselin je prvni fazi mineralizace dusikuinezbytnym
krokem pro jeho fijem rostlinami a mikroorganismy (Sardans et &08).

Ctyti odlisné mechanismy mohou charakterizovat regusgeitézy extracelularnich
proteaz (Kalisz, 1988): 1)ffpomnost substratu iie zvysit syntézu proteaz, 2) vysoky obsah
cilovych produkt, jako jsou aminokyseliny, NA a snadno metabolizovatelné zdroje uhliku,
muze potl&it jejich produkci, 3) na druhou stranuade byt produkce proteaz zvySena p
nedostaténém mnozstvi uhliku, dusiku nebo siry, 4) anebooudiyt extracelularni enzymy

produkovany nezavisle naifpmnosti substratu.

2.2.3 Fosfatazy

Pro cyklus fosforu vjidé jsou dilezité extracelularni fosfatazy, které jsou zapojeny
do transformace jeho organickych a anorganickyohé¢ehin (Amador et al., 1997). Fosfor
vstupuje do pdy ve forn€ opadu a ostatnich organickych zhy{karcia et al., 2002; Sardans
and Pefiuelas, 2005).

Fosfatazova aktivita katalyzuje mineralizaci/hygmnl organicky vazaného fosforu na
anorganicky fosfor, ktery je lkami asimilovan (McGill and Cole, 1981; Enowashuakt
2009). Mezi nejhoj§Si zastupce fosfataz vage pati kysela a alkalickdosfomonoesteraza
(EC 3.1.3) ktera hydrolyzuje monoesterové vazby organicksichcenin fosforu a uvaiuje
fosfaty. Poskytuje tak alternativni zdroj fosforunkdm (Goel et al., 1998). Kyselé fosfatazy
jsou zapojeny fedevSim do mineralizace fosforu v kyselyatd@ach (Olander and Vitousek,
2000).



2.3 Rivod extracelularnich enzyim

Hlavnimi zdroji extracelularnich enzyimv pidé jsou gedevSimmikroorganismy,
koreny rostlin a padni Zivo¢ichové Enzymy tedy mohou byt daigniho prostedi uvolrgny
béhem buréného metabolismu eukaryotickych i prokaryotickyendk (Masciandaro et al.,

2008). V _eukaryotickychbuikach jsou enzymy syntetizovany ribozomy a nasiedn

transportovany iges endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat nanpéickou membranu,
odkud jsou pomoci exocytdzy vyleeny ven z biikky (Burns, 1978). Syntéza enzynv
prokaryotickych buikadch probihd vribozomech, odkud jsou transportgvana

cytoplasmatickou membranu a pomoci sé&kieh proteii jsou vyloweny ven z biky
(Pugsley, 1993).

Padni mikroorganismy produkujici extracelularni engymahrnuji pedevsim bakterie
(v¢etrg aktinomycet), houbyiasy a prvoky. Bakterie jsou nejminjSi skupinou fdnich
mikroorganisni, které se podileji na transformaci latek a dekarigp@rganického materialu.
Aktinomycety jsou vyznamnym kmenem grampozitivnlwdikterii. Hraji dilezitou roli i
rozkladu rkterych rezistentnich sléanin (celul6za, chitin) rostlinnych a zi&iénych tkani.
Houby se podileji pedevsim na procesech tvorby humusu a stabilizadeigh agregét
(Brady and Weil, 2002Maji ve srovnani s bakteriemi ob&cvyssi toleranci k acidit proto
se vice dastni dekompozice organické hmoty v kyselejSiadaeh (Killham, 1994). Mezi
nejznangjSi houby produkujici extracelularni enzymy fparastupci roduAspergillus
Fusarium Penicilium a Trichoderma a mezi bakterie zastupci rod&treptomyces
PseudomonaaBacillus (Sylvia et al., 1999).

2.4 VVyznam extracelularnich enzym

VétSina extracelularnich enzyikatalyzuje hydrolytické 8peni chemickych vazeb
polymernich slotenin za vzniku mensich molekul, které mohou byikaumi absorbovany.
Reguluji tak rychlost reakci, fipkterych vznikaji dostupfSi formy Zzivin pro rostliny
a mikroorganismy (Saratchandra et al., 1984). Vymase podileji na dekompoziciigni
organické hmoty, na stabilizaci a vyfeai mdni struktury, maji také nezbytnou rolfip
cyklech prvkKi a uvohovani Zivin (Sinsabaugh, 1994). Aktivitaignich enzymi maze byt

meiitkem biologické diverzity, fungovani ekosystémuradnosti @dy (Marx et al., 2001).



Padni mikroorganismy a enzymy jsou velice citlive wchemické a fyzikalni zgmy

v ekosystému vyvolan&ipozenymi nebo antropogennimi procesy.

2.5 Vztah extracelularnich enzvrke kolol@hum prvki

2.5.1 Enzymy a kololéh dusiku

Dusik (N) pati mezi nejdlezit¢jSi biogenni prvky. Ve &Sin¢ terestrickych
ekosystém je limitujicim prvkem pro st rostlin. Vice nez 90 % celkového N setdach
nachazi ve formriznych organickych slaenin (Foth and Ellis, 1997), které nejsatinmo
dostupné pro rostliny na rozdil od mineralnich for@Geisseler and Horwath, 2008). Z toho
pies 40 % zahrnuje bilkovinny material, jako jsou teimy, glykoproteiny, peptidy
a aminokyseliny (Schulten and Schnitzer, 1998).

DalSim dilezitym zdrojem je rozpu&by organicky N ve for aminokyselin (Lipson
et al., 2001). Ty se doagniho roztoku dostavaji diky hydrolytickémw@ni proteid, pri
kterem dochazi k naruSeni peptidovych vazeb memakyselinami za &asti proteaz. Tyto
enzymy jsou dlezitym faktorem podporujicim N cyklus w@é. MnoZstvi gijimanych
aminokyselin zavisi na koncentraci volnych amin@hiys v pidnim roztoku, na typu
aminokyseliny, hodnét padniho pH a na kompetici mezi rostlinami aidpimi

mikroorganismy.

2.5.2 Enzymy a kololh fosforu

Fosfor (P) je dalSim vyznamnym biogennim prvkem. V rostlinmyc mikrobialnich
bunkach se vyskytuje vazany ve fosfolipidech, nukledvkyselinach (DNA, RNA) a ATP.
Tyto sloweniny gredstavuji dlezitou cast ve vod rozpustného biodostupného organického P
(Fransson and Jones, 2007%ta8a mdniho P je v dsledku jeho chemicko — fyzikalnich
vlastnosti v&zko dostupnych forméch. Jeho dostupnogijena mineralizaci a imobilizaci
organickych slodenin P a rozpou&him (solubilizaci) anorganickych forem P (Sylviaakt
1999).

Organicky fosfor pedstavuje 20 — 80 % celkového P (Fransson and J26@%). Do
pudy se dostdva prastnictvim rostlinnych a zZivdnych zbytk. Dalezitym zdrojem

organického P je také mikrobialni biomasa, diky&t@dochazi v fdé k aktivni mineralizaci



a imobilizaci P (Sylvia et al.,, 1999). Nezbytnouu&isti mikrobialni biomasy jsou
extracelularni fosfatazy, které katalyzuji mineralizaci, fip které dochazi k hydrolyze
esterovych vazeb organickych stenin P a uvoléni orthofosfal (Santfickova et al., 2004).
Cast uvolgnych orthofosfat je prijimana rostlinami nebo imobilizovana do mikrobialn
biomasy,ast niize byt ve vazbs ionty (F&", AI¥*, C&"), s oxidy Zeleza (Fe) a hliniku (Al)
nebo v komplexech s rozptsymi organickymi sloteninami v fidnim roztoku (Brady and
Weil, 2002). Odtud mohou byt snaginpiijimany rostlinami a mikroorganismy (Solaiman et
al., 2007). Tyto reakce maji za nasledek nizkouckotraci orthofosfdt v padnim roztoku
(Sylvia et al., 1999).

Celkova koncentrace P wignim roztoku je nizk& ve srovnani s pozadavky irostl
a padnich mikroorganisiin Rizné kdenové exudéaty ve forénorganickych kyselin a dalSich
biologicky aktivnich latek, §etré fosfataz, jsobi pozitivé na dostupnost P (Vance et al.,
2003). Dalsi strategie k ziskavani P ve fosforenmitdivanych @dach, zahrnuji
modifikovanou morfologii kéeni a rychlost kéenoveého istu zvysujici povrch aktivnich
koreni (FOhse et al., 1988). Déleuie zvysit rostlina fijiem P symbi6zou s mykorhiznimi
houbami. Vesikulo-arbuskularni mykorhiza (VAM) jbexré spojovana s travnimi porosty
(Powell, 1977), zatimco ektomykorhiza (ECM) je sp@jna s jehtinatymi stromy (Chu-
Chou and Grace, 1990). Obége ECM hyfa povazovana za vicéininou v gijmu P a jeho
transportu k hostitelské rostimez VAM hyfy (Marschner and Dell, 1994).

2.5.3 Enzymy a kolokh uhliku

Uhlik (C) je zakladni slozkou veSkeré organické hmoty. Akitiv preménam podléha
uhlik, ktery je vazany v Zivych organismech, orgdihmog, uhlik v atmosfée a rozpugny
ve vod (Santfickova, 2001). Velikost zasobniku uhliku &dg zavisi na primarni produkci
a dekompozici organickych matefialv padé. VétSina biologickych a biochemickych
vlastnosti idy koreluje s obsahemigniho organickeho uhliku (SOC).

Hlavnimi procesy podilejicimi se na kolttu uhliku je dekompozice a mineralizace
organické hmoty. Bhem dekompozice organické hmoty mikroorganismy d&ima uhliku
uvolréna ve fornt CO, nebo zabudovana do biomasyil&€¥itou roli v transformaci SOC
maji padni mikroorganismy, které mohou byt v interakchzosférou keeni rostlin. Tok C

v padé zavisi na dinnosti, se kterou mikroorganismy vyuzivaji org&éiczbytky jako



substrat pro ziskavani energie a budovani bionfaglyié et al., 1999). Jen matast uhliku
je biochemicky pozrnéna a #istdva v jide jako organickd hmota.

Dekompozice celuldzy je zprdstlkovana diky specializovanym dekompofZitora je
katalyzovana systémerelulaz Celulolytické mikroorganismy fZeme rozdlit do dvou
skupin s ohledem na jejich fyziologické vlastno®rvni skupina zahrnuje tzv. polyfagni
organismy (houby, bakterie, aktinomycety), kteréujsschopné vyuZivatékolik dalSich
zdroji uhliku, krong celulézy. Pokud jsouifiomny tyto zdroje uhliku spolu s celulézou,
vyuzivaji mikroorganismy pro syntézu celulaz zdrkiery je pro & snadgji dostupny.
Druhou skupinu tvd tzv. monofagni organismy, které vyuzivaji jakagjduhliku a energie

pouze celul6zu a produkty jeji hydrolyzy (Szegi8&p

2.6 Vliv vngjSich faktofl na aktivitu enzyri

Aktivita padnich enzym je ovliviiovana pedevsim vegetaim krytem, sloZzenim
a mnozstvim opadu vstupujiciho dadg, zdrojem a dostupnosti Zivin, teplotou, obsahem
vody a pH.

2.6.1 Vliv vegetace

Rostliny spolu s jejich opademtvori dulezity zdroj uhliku a dalSich Zivinfedevsim
pro pidni mikroorganismy &nstnici se dekompozice organické hmotytisgivaji
k heterogenit pady tim, Ze ovliviuji padni vihkost, teplotu, provzdudni a pH. VSechny tyto
faktory mohou fisobit na mikrobialnyntézu enzynti a jejich gezivani mimo mikrobialni
bunky (Mummey et al., 2002).

Dulezitou funkci ma k#enovy systém, prosdnictvim kterého jsou do udy
uvolovany chemické slaeniny zahrnujici sacharidy, aminokyseliny, orgagidéyseliny,
hormony, vitaminy a enzymy. Tyto tzv. lemové exudaty funguji jako signalni steainy
zahajujici fyzikalni a biologickou interakci meaikny a fidnimi organismy, coz jeutkzité
pro vzajemnou komunikaci ken - mikroorganismus (Porazinska et al., 2003)exalySu;ji
dostupnost Zivin a jejich nasledniijpm rostlinami a stimuluji rozvoj mikrobialni polge v
rhizosfée (Dakora and Phillips, 2002). Blizkd interakce meadnim mikrobialnim
spol&enstvem a rostlinamitpdpoklada, Ze sloZeni a aktivita mikrobialniho efmistva se



meéni a vyviji v zavislosti na z#émach vegetace. Také seude nenit v disledku zmdn
fyzikélnich a chemickych vlastnostiigly (Fioretto et al., 2009). Redukce mikrobialniiaky
v padach s naruSenym vegétdm krytem nfize vést ke snizeni mineralizace a ke zpomaleni

sukcesnich procégGarcia et al., 2002).

2.6.2 Vliv chemického slozeni rostlinného opadu

Chemické slozeni rostlinného opadut@m organické hmoty se vaze na typ vegetace
na konkrétnim stanovisti. Rostlinny opad je oledworen z50 % celulézou, 30 %
hemicelul6zou, 15 % ligninem ale obsahuje také dalsi latky, jako jsou aminekyy,
proteiny, mineralni latky, pigmenty a vosky (Satkova, 2001). Rdani téngi kazdé
energeticky bohaté organické latky didg, wetré slowenin vylwovanych kéeny rostlin,
stimuluje kst a aktivitu mikroorganistn Bakterie maji sklon reagovat nejrychleji na
piidavek jednoduchych sléenin jako je Skrob a cukr. Houby a aktinomycetygrgaaktivre,

i kdyz v gridaném organickém materialurqvladaji rozkladu odobjsSi sloweniny jako je

celuléza (Brady and Weil, 2002). V ekosystémech kewych lesi, kde je rozkladan
piredevsim opad obsahujici velké mnoZzstvi ligninu, inh@uby enzymovou vyhodu nad
bakteriemi (Barta et al., 2010).

Nejhojrgji zastoupenou strukturni latkou v rostlinnych zgh je celuléza ktera
byva ¢asto spojovana s hemicelulézou a ligninem. Jéetv ze 44,5 % uhlikem, 49,3 %
kyslikem a 6,2 % vodikem (Paul and Clark, 1996kl&@@nimi stavebnimi jednotkami jsou
molekuly D-gluk6zy spojené v poloze 1-4. Tato podyni latka musi bytied vstupem do
mikrobialnich busk nejprve rozstipana extracelularnimi enzymy do $ifen podjednotek
(Wagner and Wolf, 1998). DalSi vyznamnou latkothganicelul6za Tento polysacharid je
tvoren gedevsim gluk6ézou, pentézami, hex6zami a uronovaelkyou (Sylvia et al., 1999).
Hemiceluléza doprovézi celulézu v igné seéné rostlin a je oproti ni chemicky mén
stabilni.

Chemické slozeni rostlinnych zbytkpredevSim porr C/N, obsah ligninu a dalSich
polyfenolickych latek, je jednim z primarnich faktaurcujicich rychlost dekompozice (Tian
et al., 1997). Bevnaté rostliny maji vy3Si obsédnolickych latek oproti bylinnym druim.
PredevSim jehtinaté stromy maji obtiZnrozlozitelny opad obsahujici malé mnozstvi Zivin
a az 40 % fenolickych latek oproti opadtiny chloupkaté Calamagrostis villosp ktera jich

obsahuje kolem 2 % (Applova, 2008). Tvorbou vyseoeestentnich komplax s proteiny
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béhem dekompozice rostlinnych zbytkmohou tyto fenolické latky vyraZnzpomalit i
rychlost mineralizace (Brady and Weil, 2002) a Ikbdvat cinnost mikroorganistin
(Hofmeister, 2005). Mezi vysokomolekularni fenokclétky patti lignin. Zakladni stavebni
jednotku tvai derivaty fenylpropanu (Sylvia et al., 1999). Diglpzité struktée a velikosti
molekuly je tato polymerni latka rozkladana pomnialeje srovnani s celulézou
a hemicelulozou.

Pfi dekompozici organické hmoty jsou nejprve rozkldgdénadno rozlozZitelné cukry a
aminokyseliny. Po ¢kolika dnech, kdy jsou tyto latky rozloZzeny, se kiezl zpomali
a postupty dochazi k pemené strukturnich latek, které jsouiie rozlozitelné._Nejtive se
rozklada celuléza a hemicelul6za, poté lignin aSidénolické latky(Santfickova, 2001).

Dekompozice opadu jekili bohatého na lignin je tedy pomalejSi nez dekoriggolaylinného
podrostu, ktery obsahuje snafimozlozitelnou celulézu. O tom sui i vyzkum Santitckové
et al. (2006), p kterém byla sledovana rychlost dekompozice jeldnyath druhi rostlinného
opadu od nejsnadji rozlozitelného opadu kapradinyAthyrium alpestrg aZz po nejhire
rozlozitelny opad jehdii v ndsledujicim pi@di: Athyrium alpestre> Calamagrostis villosa

Vaccinium myrtillus> Avenella flexuosa jehlici (Picea abies

2.6.3 Vliv dostupnosti zivin

Dostupnost Zivin ovliviiuje aktivitu enzym a jejich produkci pdnimi
mikroorganismy a rostlinami. Vztah mezi produkcéldivitou enzyni a dostupnosti Zivin,
které jsou jimi mineralizovany, je regulovany neégaimi zpstnymi mechanismy (Spiers and
McGill, 1979; Sinsabaugh, 1994). Pokud je obsatugws/ch Zivin nizky, dochazi k produkci
enzymi a nasledné mineralizaci Zivin. Vysokad enzymovavikt tedy signalizuje limitaci
Zivinami (Sinsabaugh et al., 1993)i Rysokém obsahu dostupnych Zivinibe dochazet
k potlateni produkce enzyina k omezeni az zastaveni mineralizace (OlandeNéondsek,
2000).

Organismy se skladajif@devsim z uhliku (C), dusiku (N) a fosforu (P) a tarcitém
molarnim pordru. Méieni pongru C:N:P v mikrobialni biomase jailkZité pro porozurni
limitace terestrickych ekosystéma probihajicich procészivinami. Pordr C:N:P pidni
mikrobialni biomasy je v @méru 60:7:1 (Cleveland and Liptzin, 2007). C:N p@nv
mikrobialni biomase je relatiénkonzistentni, réni se v rozmezi 8-12:1 (Paul and Clark,

1996). NizSi porér indikuje relativié vice dusikatych latek a je charakteristicky priteae,
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pomsr kolem 9:1 je typicky pro mikromycety (Simek, 200Rostlinné zbytky maji poén
C:N kolem 40:1. Posr C:N titiny chloupkaté Calamagrostis villosh je priblizné 30
a smrkového jehli (Picea abie} priblizné 40 (Applova, 2008). Obeé&nze fici, Zze pordr
C:N vySSi nez 30 indikuje nedostatek dusiku a rginoty jeho nadbytek (Brady and Weil,
2002).

Dostupnost dusiku ovliviiuje mikrobialni dekompozici (Andersson et al., 2004
stabilizaci a tvorbu foni organické hmoty (Fog, 1988). Vysoké mnozstwtdpného N ni
aktivitu enzynéi zapojenych do rozkladu organickych molekul (Endwa®t al., 2009).
V pudach saturovanych mineralnim N dochazi k inhibktivity extracelularnich enzyina
mikroorganisni zapojenych do procés degradace organické hmoty obsahujici N
(Sinsabaugh et al., 20023yntéza proteazmikroorganismy je zavisla nejenom na obsahu
pudniho N, ale i na obsahu C (Geisseler and Horwzi88). Aktivita proteaz také pozitivh
koreluje s obsahem P v organickémidpim horizontu (Allison et al., 2007). Rostlinné
materidly, které jsou bohaté na dusik a maji niakgah ligninu, se obvykle rozkladaji
rychleji. Podrostova vegetace, ktera je obvykledi®hna ziviny, nez je tomu u smrkového
jehlici, maze diky vySSimu obsahu Zivin vyrazrovlivnit preménu a mineralizaci N
(Santfickova et al., 2006).

VétSina biologickych a biochemickych vlastnostidg koreluje s obsahepiidniho
organického uhliku (SOC) Ten hraje dlezitou roli @ urcovani velikosti mikrobialni
biomasy a aktivity pdnich enzym (Chaer et al., 2009). VySSi obsah SO@enpodporovat
biologickou aktivitu diky zvySenému zdroji energie mnozstvi dostupnych Zivin wige
(Nourbakhsh, 2007).#lani komplexnich forem C ve fognptdni organické hmoty dze
tedy zvySit produkci enzyinkatalyzujicich hydrolyzu C sl@enin (Fontaine et al., 2003).
Aktivita celulazje také podpiena gidanim N ve formd opadu (Carreiro et al., 2000). Dick et
al., (1988) nalezli pozitivni korelaci mezi aktmit B-glukosidazy a celkovym obsahem N.
Pozitivni korelace mezi celuldzovou aktivitou a Cpdomerem v opadovém horizontu,
pozitivré koreluje s N depozicemi, coZz nazoge, Ze snizeni N limitace je doprovazeno
zvySenou dekompozici (Andersson et al., 2004). Atkti celulaz také pozitivh koreluje
s obsahem P (Allison et al., 2007).

Schopnost fdnich mikroorganisiin a enzyni rozlozit nerozpustné formy P zavisi na
povaze a dostupnosti uhlikatého materidluadép (Alexander, 1977). Aktivitafosfataz
pozitivné koreluje s obsahemugniho C v minerdlnim horizontu a negativikoreluje
s obsahem P v horizontu organickém (Allison et 2007). Bioticky pozadavek na idi

produkci fosfataz a mineralizaci P, zatimco poZa#ava C nebo na energiiiite bytiizeny
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mineralizaci N (Olander and Vitousek, 2000). V padkach nedostatku P mohou rostliny
a mikroorganismy uvdbvat do fidy fosfatdzy, které maji schopnost mobilizovéktaré

z jeho rezervnich zdrdj(Joner et al., 2000). Fosfatdzova aktivita tedyy&le roste se
snizenou dostupnosti P (McGill and Cole, 1981). pé&ovysoka dostupnost P produkci
fosfataz inhibuje (Olander and Vitousek, 2000).

2.6.4 Teplota

Teplota pidy je dilezitym abiotickym faktorem {sobicim na biologické, fyzikalni
a chemické procesy wigé. Ovliviiuje rychlost dekompozice, aktivitu enzgnmikrobialni
mnoZeni a také émi kinetiku enzymovych reakci (Kang and Freema®9)90bechs lzefici,
Ze teplejsi klima zvySuje rozklad organické hmotptdé, zatimco chlad§si klima rozklad
zpomaluje. V zim pii nizkych teplotach se rozklad organické hmoty @piezastavi, pouze
se zpomali a probihda, dokudida nezamrzne (Santikkovd, 2001). Teplota fife také
ovliviiovat sorpci a transport vody a ianzivin. K nejwtSim znménam teploty dochazi na
povrchu mdy a smérem do hloubky se kolisani teploty snizuje. Teplptaly je take
ovlivnéna vegetanim krytem.

Mikrobialni aktivita je primou funkci teploty. To znamend, Zecire ¥ urcité
minimalni teplo¢, poté se zvySuje a dosahuje vrcholu gptimalni teplot. Fi dosazeni
teplot, které se &Sinou pohybuji nad 35 az 40°C (teplotni maximurogtdizi k poSkozeni
fyziologickych funkci butk a k prudkému poklesu aktivity mikroorganigriSantfickova,
2001). Podle vztahu k teptote mozné pdni mikroorganismy rozdit na psychrofilni,
mezofilni, termofilni a psychrotrofni (Paul and &lal1996). \EtSina mikroorganistin je
mezofilnich a jejich aktivita je nejvySsi v rozmezd az 35°C. Stefntak &tSina midnich
bakterii, pro jejichz st je optimalni teplotni rozmezi 15 — 35°C. Dekomifmi celulézy
jsou schopni metabolizovat substrat obsahujicil@elua lignin v teplotnim rozmezi 5 az
65°C (Szegi, 1988). Rychlost mikrobialni odpdv na zvySujici se teplotu je neé&jgi
v rozmezi teplot 3 - 19°C (Sylvia et al., 1999).

Padni mikroorganismy mohouist i @i teplotach nizSich nez 0°C diky tomu, Ze bod
mrznuti pidniho roztoku je v @meéru okolo — 5°C (to je zjsobeno koncentraci soli
v padnim roztoku a vazbou vody na povrctastic) a diky schopnosti adaptace lipidickych
slozek membran (membrany si uchovavaji propustnesit nizkych teplotach). Zda se, zZe

zmeény ve sloZzeni buitnych membran jsou hlavni strategii bakterii k udiZzeistove
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schopnosti v podminkach kolisani teploty. Okelz®e fici, Ze @i kazdém zvySeni teploty o
10°C v rozmezi teplot od 0 do 30°C dojde ke zdvephéni az ztrojnasobeni mikrobni
aktivity (Santfickové, 2001).

2.6.5 Obsah vody

Voda je hlavni sloZzkou vSech organi8na zarové prostedim, ve kterém probihaji
vSechny Zivotni pochody. Dostupnost a mnozstvi vodivnuje rist rostlin, biologickou
aktivitu v pideé, dynamiku dekompozice organické hmoty a @ewhni Zivin (Rutigliano et
al., 2009). Vliv mdni vihkosti na fidni mikroorganismy a mikrobialni procesy je aktialn
otazkou mnoha vyzkuin protoze ¥tSina scénd pro globalni zrdinu klimatu zahrnuje také
zmeny v mnozstvi srazek (Baldrian et al., 2010a).

V obdobi sucha lesniagy zahrnuji mé& mikrobiélni biomasy a dochazi k redukci
aktivity enzymi (Ross, 1987; Sardans and Pefiuelas, 20@8hiR/lhkost pozitive koreluje
s mikrobialni biomasou a respiraci v lesnim opa8chimel et al., 1999). Bakterie ¢@tns
aktinomycet) a prvoci mohoug¥ivat pouze ve ved Pidni roztok je pro & prostedim, ve
kterém Ziji a sotasre z rgj ¢erpaji rozpudné organické a mineralni latky. Z mikroorganism
jsou k vodnimu deficitu tolerantj$i vice aktinomycety a houby oproti ostatnim bakte

Pti nizké vlhkosti fidy dochazi k vyraznému zpomaleni dekompozice. HRjeji se
organicka hmota rozklada a mineralizujé yihkosti, kdy je giblizn¢ 50 % po6id zaplreno
vzduchem. Vdchto podminkach je wviplach dostatek vody a si@asré jsou dolie
provzdudginy (Santfickova, 2001). Optimalni vihkost pro vy33i rostlinghkostni potencidl
v rozmezi od -10 do -70 kPa) je obvykle nejlepkétpro ¥tSinu aerobnich mikroorganisim
Vysoky obsah vody (vysoka vlhkost) bude limitovatstipnost kysliku (Brady and Well,
2002). Kombinovany &inek teploty a vihkosti je vyznandj$i nez @inek samotné teploty
(Singh and Gupta, 1977).

2.6.6 pH

pH padniho roztoku je dlezité pro @dni Zivatichy, mikroorganismy a rostliny.
Ovliviiuje aktivitu a produkci fpdnich enzym a sloZeni mikrobialniho spdenstva. Bsobi

na biodegradaci organickych makromolekul a mineaatii procesy. Na pH zavisi schopnost
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substratu vazat se v aktivnim centru enzymuz&itaké pozmnit koncentraci inhibitat,
aktivatomi a substrdt pro enzymy (Wang et al., 2006) a stabilitu imaalianych enzyiin
v pudé (Kang a Freeman, 1999).

Pro WtSinu organism a rostlin je optimalni neutralni pH kolem 6, kéygtSina Zivin
v dolkre dostupnych formach. Aktinomycety preferuji nelairpodminky acasto se také
vyskytuji v alkalickych gdach v oblasti vy$Siho pH. Naproti tomé&sina hub je tolerantni
ke kyselejSimu pH (Killham, 1994). &dterym drutim bakterii se d& v kyselych fidach,
které revladaji v regionech s vysokym mnozstvim srazekchiygst enzymoveé reakce je
nejvyssi pi pH, které je ozn&gvano jako optimalnip-glukosidaza a celobiosidaza jsou
nejaktivrejSi pri pH 5,5 nebo nizSim. Fosfatazy jsou aktivni vIi&&oblasti pH, coz f¥e byt
divodem @&inné mineralizace (Niemi and Vepsaldinen, 2005p faisfomonoesterazu je
optimalni pH 4 v kyselé oblastifippiiliS nizkém pH vSak fize byt nevraté inaktivovana

(Frankenberger and Johanson, 1982).

2.7 Kinetika enzymovych reakci

M¢éreni  kinetiky enzymovych reakci wige je dilezité pro vhodné zvoleni
koncentrace substratu a ma zasadni vliv na sprétam@veni aktivity sledovaného enzymu.
Je tedy cenné pro objasn viastnosti enzyfha ekosystému (Tate, 2000). Pro kazdy tigyp
je pofeba utit vhodnou koncentraci substratu. Vysoké konceetnamohou mit v &kterych
typech fdy silng inhibi¢ni vliv na aktivitu enzymu.

Samotna enzymova reakce probiha obvykle v tzvvakti mist enzymu, kde se
nachazeji katalyticky aktivni aminokyselinové zhytkmoziujici vazbu substratu. Rychlost,
se kterou enzymy uskutiguji svoje reakce, je ovlilovana koncentracemi reaktani/ztah
mezi aktivitou enzymu, resp. rychlosti enzymovyebkci (v) a koncentraci jejich reaktant
substral (S) je ¢asto vyjadena pomoci kinetické rovnice podidichaelise a Mentenové
(Sylvia et al., 1999):

YV ma (S)
Km+(S)

Kde S je poateni koncentrace substratu. K vyfadi afinity enzymu k @itému
substratu se pouZziva tzv. Michaelisova konstantg),(Kterd je charakteristicka pro dany

komplex enzym-substrat. Oznge takovou latkovou koncentraci substratiti které je
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rychlost enzymové reakce (v) polovinou rychlostixmzélni (Vmay. Hodnota K, se pro
enzym niiZze nenit v piipact, kdy dojde k jeho stabilizaciigpnimi koloidy (Knight and Dick,
2004). Ri inhibici substratem se pouziva modifikovany kiok§ model rovnice Michaelise

a Mentenové:
V max (S)

SZ
Kn+(S)+ —
+()+K

Kde K, vyjadtuje inhibini konstantu.
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3. Material a metody

3.1 Riblizeni studované oblasti

Vyzkumné plochy se nalézaji na tzemi Narodnih&p&umava, ktery byl vyhlasen
vroce 1991 a svou rozlohou 69 030 ha je #&jm narodnim parkem nejenomCeské
republice, ale i v celéigdni Evrog. Geomorfologicky vyvoj izemi Sumavy Ize sledovdt o
konce druhohor. &hem tetihor doSlo v souvislosti s alpinskym vrédsim k tektonickému
zdvihu pohai. Na detailni modelaci reliéfu se podileljedevsim glacialni jevy probihajici ve
¢tvrtohorach, diky nimz vznikly ledovcoveé kary seeg

Z regionalé geologického hlediska nélezi Sumava k moldanulftdok ceského
masivu zhruba mezi Vitavou a Dunajem) @&cek, 2003). Uplauji se zde pevazri
pararuly, migmatity, kyselé hlubinné Waliny — granitoidy, svory a svorové ruly (Lozek,
2001). Uzemi NP a CHKO Sumava néleZi do regionskyoch podzal se subregionem, ve
kterém mezi doprovodnymi sloZzkamtgvazuji hydromorfni ydy (Petru$s a Neuhauslov4,
2001). Podle klimatickéh&densni CR pati hlavni¢ast pohi do chladné oblastiipchodného
stredoevropského klimatu. V {oehu roku jsou zde po#énné malé teplotni vykyvy a poénné
vysokeé srazkové uhrny. #nérna teplota je ve vySce 750 m n.m. cca 6°C, v pmtbhkolem
1300 m n.m. 3°C. Nejchladj$im mesicem byva leden, vyjintaé anor, nejteplejSim
cervenec (Sorfon et al., 2001). Diky specifickynmiditickym podminkam vysSich poloh se
zde vyvinula chladnomilna horska vegetace.

Na uzemi NP Sumava se nachéazi celkefjgzer ledovcového twodu —Cerné,
Certovo, Laka, Ple3né a PrasSilské. Vyzkum tykajiei nesteni aktivity extracelularnich

enzymi probihal v fidach povodCertova (CT) a Ple3ného (PL) jezera.

3.1.1 Charakteristika vyzkumné plochy povodiCertova jezera

Certovo jezero je plochou 10,33 ha a maximaini Htouwb36,7 m druhé nejsi
Sumavskeé jezero. LeZi na jihovychodnim svahu Jéhemy (1343 m n.m.) ve vySce 1030 m
n.m. PovodiCertova jezera zaujima plochu 87,5 h&etw plochy samotného jezera
(Svambera, 1939, in Kopék et al., 2002a). Skalni podloZi je teno ffevazmi ze svoru
(muskoviticka rula) s intruzitkmence (Vesely, 1994). V okolni vegetaig\yazuje 90 — 150
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let stary porost smrku ztepiléh®i¢ea abie¥ s rozptylenym vyskytem jedleAbies alba

a buku lesnihoRagus sylvatica Nachazeji se zdéi tdominantni typy pd: péiblizné 0,5 m
hluboka vrstva podzolu (21 %) a rezivédy (58 %) a 0,2 m nevyvinuté organicky bohaté
pudy (17 %) (Kopéek et al., 2002a). Hodnoty pHigniho roztoku jsou nizké, s nejnizSimi
hodnotami v humusovém horizontu (2,5 — 3,3) a r&imi v horizontu mineralnim (3,6 —
4,5) (Kop&ek et al., 2002a).

3.1.2 Charakteristika vyzkumné plochy povodi PleSr® jezera

PleSné jezero se nachazi pod 220 m vysokou Zulsttmou na severovychodnim
svahu hory Plechy (1378 m n.m.) ve vySce 1090 m.nlezero dosahuje maximalni hloubky
18,3 m a rozlohy 7,48 ha. Povodi PleSného jezeusinaa plochu 66,6 hadetns plochy
samotného jezera (Svambera 1939, in Kegéet al., 2002b). Skalni podloZi je feao
granitem (Vesely, 1994). Povodi jezera bylo &m90 % pokryto 160 let starym porostem
smrku ztepilého Ficea abiey s mensim podilem ij@bu pt&iho (Sorbus aucuparijpa buku
lesniho Fagus sylvatica V sowasné dob vSak v disledku napadeni tohoto porostu
lykoZroutem smrkovymlps typographusv kombinaci s dalSimi faktory dochazi k odumiréni
stromového patra. Nachazeji se z@eominantni typy pd: priblizné 0,45 m hluboka vrstva
podzolu (29 %) a rezivéapy (27 %) a 0,2 m nevyvinuté organicky bohat&ly (38 %)
(Kop&ek et al., 2002b). Hodnoty pHa@niho roztoku jsou nizké, s nejniz§imi hodnotami
v humusovém horizontu (2,5 — 3,1) a nejvysSimi izomtu mineralnim (3,2 — 4,4) (Kopek
et al., 2002b).

3.2 Odigr a giprava mdnich vzork

Piada byla odebrana v listopadu roku 2009 z horni ufimké plochy povodCertova
(CTH) a Plesného (PLH) jezera. Na kazdé vyzkumo&ebyly odebirany nadech nahod#
vybranych mistechtmni vzorky z opadového horizontu (0 - 2 cm), hunvédo (2 - 5 cm) a
hlubSiho humusového horizontu (5 - 10 cm). Na kazde ti mist bylo odebrano deset
pudnich sond. Z kazdéidni sondy byla odstr&na nejsvrch§si cast midy, kterd obsahovala

Zivé, zelené&tasti rostlin. Poté byly odebrany jednotlivé horizoifviz vySe) a smichany.
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Stejnym zjisobem byly odebrany vzorky pod jednotlivymi druhydpostu. Naslednbyly
vzorky homogenizovanyips sito s velikosti ok 5 mm a uloZeny v chladicimibpi teplot
4°C. Pro dlouhoda§jSi &ely pri - 20°C.

3.3 MEreni aktivity extracelularnich enzym

3.3.1 Pouzitd metoda

Mezi nejvhod®jSi metodu pro reni aktivity extracelularnich enzym paki
fluorimetrickd metoda (Hoppe, 1983, 1993). iPtéto metod se nejastji pouzivaji
fluorogenni ¢inidla AMC substrat (7-amino-4-methylcoumarin) a MUsubstrat (4-
methylumbelliferone). Tyto modelové substraty jsabvykle tvdeny fluorimetricky
oznaenou molekulou a organickou molekulou, které jspojeny specifickymi chemickymi
vazbami v zavislosti na pouZzitém substratu (esterebo peptidove) (Hoppe, 1993). Hlavni
vyhodou jejich pouziti je, Ze umddji zmeteni Siroké&ady enzyni zapojenych do hydrolyzy
C, N a P slotenin (Marx et al., 2001). Kratka doba inkubadetpto metod minimalizuje
zmeény ve struktiie mikrobialniho spol&enstva a zreny substratu &hem analyzy (Hoppe,
1993).

Principem metody je, Ze se molekutghto silré fluoreskujicich latek (AMC, MUF)
navaze na vazebné misto komplexni molekuly, kterénzymem gpena. Po od&peni a
excitaci molekuly AMC a MUF silé fluoreskuji. Mira fluorescence je @éma aktivig

enzymu.

3.3.2 Pouzita média a roztoky

Fluorogenni substraty

P méteni aktivity extracelularnich enzyn{Tab. 1) byly pouzity nasledujici zasobni

roztoky substrdt (molekulova hmotnost (MW); koncentrace (C)):

o 4-methylumbelliferyl fosfate (MW = 256,2; C = 27H5M)
) 4-methylumbelliferylp-D-cellobiopyranoside (MW = 505,5; C = 2500 uM)
) 4-methylumbelliferylp-D-glucopyranoside (MW = 338,3; C = 2500 uM)
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o L-leucine-7-amino-4-methylcoumarin (MW = 324,8; @500 pM)
. L-alanine-7-amino-4-methylcoumarin (MW = 360,3; @500 pM)

Enzym Substrat Prvek Degradované
makromolekuly
B-glukosidaza (EC 3.2.1.21) 4-MUF-B-D-glukopyranosid uhlik celuléza
Celobiosidaza (EC 4-MUF-B-D-celobiopyranosid uhlik celuléza
3.2.1.91)
Leucin-aminopeptidaza L-leucin-7-AMC dusik oligopeptidy— aminokyseliny
(EC 3.4.11.1)
Alanin-aminopeptidaza ) _ _ _ _
(EC 3.4.11.12) L-alanin-7-AMC dusik oligopeptidy— aminokyseliny
Fosfomonoesteraza
(EC 3.1.3.2) . o
4-MUF-fosfat fosfor hydrolyza fosfatovych estier

Tab. 1.Fluorogenni substraty (AMC a MUF) pouzité péreni aktivity enzy

Standardni roztoky

Jako standardni roztoky bylytipraveny 5 mM MUF (MW=176,2) a AMC
(MW=175,2). Z &chto zasobnich roztdkbyla pipravenaredicitada o koncentracich 1000,
500, 250, 125, 50, 25 a 5 pM.

3.3.3 Uspd@radani pokusu

Aktivita extracelularnich enzyin— fosfomonoesterazy, celobiosidapyglukosidazy,
alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy bgigrena pomoci mikrodesgk s 96
jamkami (objem 300 pl). To umtdje stanoveni velkého pm vzorki z nEkolika padnich
horizonti zaroveé s vhodnym pétem opakovani v relativnkratkémcase (Marx et al., 2001).
Fluorescence byla &ena pomoci mikrodesiového analyzatoru (Infinite F200, TECAN,
Switzerland) s exitaci 360 nm a emisi 465 nm.

Padni extrakt byl pipravovan vzdy ped samotnym gfenim. K 1 g fdy bylo gidano
100 ml redestilované vody a ungisd na 4 minuty do ultrazvukové laznTo slouzi

k uvolreéni extracelularnich enzyimimobilizovanych na humusovych koloidech do roztoku
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(De Cesare et al., 2000). Pro kazdpi horizont (0 -2 cm; 2 -5 cm; 5 - 10 cm) bykaly 3

prava opakovani.

3.3.4 Méreni kinetiky enzymovych reakci

Cilem n%teni kinetiky enzymovych reakci bylo zvoleni vhodhkéncentrace
jednotlivych MUF a AMC-substrat(2750, 2500, 1500, 1000, 500, 250, 125, 50 a 2} priv!
nasledné analyzy. Ndj#de bylo napipetovano 40 ul jednotlivych substréUF; AMC) o
vySe uvedenych koncentracich a 200 pidngho extraktu do fslusnych jamek
mikrodestéky. DalSich 200 pl redestilované vody a 40 pl suds(25; 2500; 2750 uM) bylo
napipetovano do jamek, které slouzily jako negatkentrola pro substraty. Do jamek, které
mély slouzit jako negativni kontrola, bylo napipetoea200 pl fdniho extraktu a 40 ul
redestilované vody. Soéasrt probihala kalibrace s 40 pl standaf@dMC; MUF) a 200 pl
pudniho extraktu. Finalni koncentrace substdayly 500, 300, 200, 100, 50, 25 a 5 uM a
standard 200, 100, 50, 25, 10,5a 1 uM.

Fluorescence byla #ena khem 13 kinetickych cykl kazdych 5 minut b teplog
30°C. Byly prom¢teny vSechny 3 qmni horizonty PLH a vSech 5 enzyma zvoleny
nejvhodrjsi koncentrace jednotlivych MUF a AMC-substrdiro nasledujici analyzy. Data
byla proloZena nelinearnim regresnim modelem vrarag GraphPad Prism 4.0b (Obr. 2a,
2b, 2c¢). Z nelinearniho modelu byly¢eny kinetické parametry Mx Km, U inhibiéniho
modelu byla také dena inhibéni konstanta K(Tab. 2a, 2b, 2c). Kinetika enzymovych reakci

byla vypaitana podle rovnice Michaelise a Mentenové.

Vypocet kinetiky enzymovych reakci:

V= V max: (S)
Km+(S)
v rychlost enzymové reakger(ol-min'-g%)
S paaterni koncentrace substratuNI)

Km  Michaelisova konstanta (afinita enzymu k subsjratu

Vmax Maximalni rychlost enzymové reakce
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Modifikovany kineticky model rovnice Michaelise a Mentenové:

V max (S)

SZ
Kn+(S)+—
+( )+K

K, inhibicni konstanta

Vypocet aktivit enzymii:

aktivita= "~ 1
“(B-C.D.-E) Wwmol-min-g’)

A nanist fluorescence po odeni blank: (F)
B smernice kalibrace (F-mitt-I'/ umol)

C navazka vihkéday (g)

D susina

E

objem extraénihocinidla (1)

padni horizont Vo K K,
p-glukosidaza 743,1 4,743 303,0
Celobiosidaza 70,98 4,015 65,55
Alanin-aminopeptidaza 0O (0-2 cm) 182,3 49,90 3884
Leucin-aminopeptidaza 62,25 23,10 593,0
Fosfomonoesteraza 563,6 39,88

Tab. 2a. Kinetické parametry M., Km a inhibicni konstanta K pro jednotlivé enzymy
v opadovém (0-2 cm)ignim horizontu.
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A) B-glukosidaza B) Celobiosidaza

800+ 50-|
— B
P"c? 700+ ‘_IF-D 401
Tl p
E so0q® ° £ 30-
° ©
£ 4004 IS
2 300- S 204
S 2001 =y
X 1001 4 R
C L) L) L) L) L) L] C L) L) L) L) L) L]
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
4-MUF-3-D-glukopyranosid 4-MUF-[3-D-celobiopyranosid
(M) (M)
C) Alanin-aminopeptidaza D) Leucin-aminopeptidaza
200+ 75=
a i
e >
< <
c c
— = - ]
£ £ 50
© ©
5 g
g S 25 m
= =
R~ £
© ©
L) L) L) L) L) L] T T T T T 1
AMC-Ala AMC-Leu
(M) (M)

E) Fosfomonoesteraza
7507

aktivita (umol-min™.g%)

L] L] L] L] L] L]

0 100 200 300 400 500 600
MUFP
(nM)

Obr. 2a. Kinetika enzymovych reakgf-glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-
aminopeptidazy (C), leucin-aminopeptidazy (D) afdownoesterazy (E) v opadovém (0-2
cm) pidnim horizontu.
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padni horizont V max Km K,

p-glukosidaza 316,8 2,290 290,8
Celobiosidaza 15,25 0,341 487,2
Alanin-aminopeptidaza A (2-5cm) 52,47 102,1
Leucin-aminopeptidaza 60,10 671,1
Fosfomonoesteraza 279,7 21,72

Tab. 2b. Kinetické parametry M., Km @ inhibicni konstanta K pro jednotlivé enzymy
v humusovém (2-5 cmggnim horizontu
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E) Fosfomonoesteraza
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Obr. 2b. Kinetika enzymovych reakgf-glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-
aminopeptidazy (C), leucin-aminopeptidazy (D) asfdmonoesterazy (E) v humusovém (2-5
cm) pidnim horizontu.

padni horizont V max Km K,

p-glukosidaza 137,0 2,025 158,5
Celobiosidaza 5,305 1,155 130,0
Alanin-aminopeptidaza ~ A(5-10cm) 7316 281,5
Leucin-aminopeptidaza 54,45 5497
Fosfomonoesteraza 82,76 6,924

Tab. 2c.Kinetické parametry yax Ky @ inhibicni konstanta Kpro jednotlivé enzymy hlubSim
(5-10 cm) humusovénignim horizontu.
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C) Alanin-aminopeptidaza D) Leucin-aminopeptidaza
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Obr. 2c. Kinetika enzymovych reakgf-glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-
aminopeptidazy (C), leucin-aminopeptidazy (D) ddoenoesterazy (E) v hlubSim (5-10 cm)
humusovem:nim horizontu.

3.3.5 Méreni aktivity enzymia v padach PLH, CTH

Aktivita péti studovanych enzytnbyla mefena v jednotlivych fdnich horizontech
(0-2cm; 2-5cm; 5 - 10 cm) hornich vyzkumnyabch povodi Plesného (PLH)CGertova
(CTH) jezera. Na zakladpiredchoziho réreni kinetiky byly zvoleny vhodné koncentrace
(finélni) jednotlivych substréat pro fosfomonoesterazu 500 uM, pro celobiosidaayi,
pro B-glukosidazu 100 uM (opadovy horizont) a 50 uM (lisowvé horizonty), pro leucin-

aminopeptidazu a alanin-aminopeptidazu 300 uM.
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Nejdtive bylo napipetovano 40 pl jednotlivych subsirdMUF; AMC) o vyse
uvedenych koncentracich a 200 (iidpiho extraktu do fisslusnych jamek mikrodegky.
Souasré probihala kalibrace s 40 pl standa®dMC (50, 25, 5 uM) a MUF (50, 25 uM) a
200 pl mdniho extraktu. Do jamek, které ¢m slouzit jako negativni kontrola, bylo
napipetovano 200 plapniho extraktu a 40 ul redestilované vody. Flucease byla rrena
béhem 13 kinetickych cykl kazdych 5 minut b teplot 30°C.

3.3.6 Méreni aktivity enzymia pod jednotlivymi typy podrostu

Aktivita péti sledovanych enzyimbyla neiena v jednotlivych fdnich horizontech
pod dominantnimi druhy rostlinného podrostu brustionivkou (Vaccinium myrtillu,
metlickou kivolakou (Avenella flexuogaa opadem jehli smrku ztepilého Ricea abiep
horni vyzkumné plochy povodi PleSného jezera. Eg@ni analyzy bylo stejné jako
v kapitole 3.3.5.

3.3.7 Méreni teplotni zavislosti enzyni

Fluorescence byla &ena véasovych intervalech 5 minut, 1 hodina a 2 hodiny
inkubace jdni suspenze giglusSnymi substraty (Tab. 1) za konstantni tepl@C, 5°C,
10°C, 15°C, 20°C, 25°C). Uspadani analyzy bylo stejné jako v kapitole 3.3.5tiita peti
studovanych enzyibyla prongiena pro jednotlivé tani horizonty (0 - 2 cm; 2 -5cm; 5 -
10 cm) horni vyzkumné plochy povodi PleSného jezeida zaklad teplotni zavislosti
aktivity enzymi (B-glukosidazy, fosfomonoesterazy) byl pouzit lineaviany Arrheniovsky
model pro vypoet jich aktiv&ni energie a kolizni frekvence:

Ea

k=Ae R

rychlostni konstanta (aktivita enzymu)

kolizni frekvence ( mif)

Eulerovcislo (zaklad pirozeného logaritmu)
a  aktivani energie (J-md

plynové konstanta (8,314)

teplota (K)

4y m®o > X
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Linearizovany tvar Arrheniovy rovnice:

Ea 1
Ink) = In(A)—R(T)

Vypocet aktivaéni energie (Ea):
Ea=—-R-slope

slope srdrnice pimky

3.4 Stanoveni suché hmotnosidy (suSiny)

Sucha hmotnost Goly je bezrozrérné cislo, které wtuje podil suché {my na
hmotnosti 1 gcerstvého vzorku. Do ipdem zvazené vazenky bylyigany zhruba 4 g
pudniho vzorku a zvazeny spolu s vazenkou. Poté WydusSeny do konstantni hmotnosti (3
hodiny @i 105°C) a opt zvazeny.

Vypoéet suché hmotnosti fdy (s):
(ms—m)
S=—~ 7
(m—m)

hmotnost vazenky se suchaw@u po vysuseni (g)
hmotnost vazenky (g)
my hmotnost vazenky s vihkoidou ped vysusenim (Q)
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3.5 Analyza chemického slozenidy

Byla provedena analyza chemického sloZéwlypCTH a PLH pod jednotlivymi typy
dominantnich druin rostlinného podrostuAfenella flexuosa, Vaccinium myrtiljJua opadu

jehli¢i (Picea abiek

28



3.5.1 Celkovy obsah uhliku (Go1) a dusiku (Nrot)

Vzorky pady byly vysuSeny na vzduchu a namlety na kulovéyninha velmi jemné
caste&ky. Pidniho vzorku z opadového (0 - 2 cm) a humusovéhe52Zm) horizontu bylo
navazeno fiblizn¢ 7 mg a z hlubsiho humusového horizontu (5 - 10 piiizné 10 mg.
Pomoci elementarniho analyzatoru (Elementar Anafysteme GmbH, Germany) byl
stanoven ot a Nror.

3.5.2 Celkovy obsah fosforu (Ryt)

Ke 2,5 mg jem& mletého vzorku bylo fdano 0,25 ml koncentrované HNG
umiseéno do mineralizéniho bloku (30 minut, 115°C). Po zchladnuti sé&dglo 0,6 ml
ztedkné HCIQ, a viozilo zgt do bloku (2 hodiny, 165°C). Po zchladnuti sel@o 10 ml
redestilované vody a hydrolyzovalo se 1 hodinu {0)0 Z odstatého vzorku se odebral
alikvotni podil (2 ml) a pidala se redéna HCIQ, (8 ml). Celkovy obsah fosforu se naslédn

stanovil spektrofotometricky pomoci FIA (Flow Infem Analyzer,Foss Tecator, Sweden).

3.5.3 Obsah rozpustnych forem uhliku (€x7) a dusiku (Next)

Do NTS lahvi bylo navazeno 5 dggy a gidano 50 ml destilované vody. Nasledovalo
trepani f@dnich vzork (1 hodina) a centrifugace (10 minut). Poté bykgfiftrovany pges
sklergny filtra¢ni papir. U vzniklych pdnich vyluhi byly stanoveny koncentrace rozpustného
uhliku (Gext) a dusiku (Mxt) pomoci TOC/TN analyzatoru (LiquiTOC I, Elementar
Germany) a mineralni formy dusiku (\WH NOs) pomoci FIA (Flow Injection Analyzer,

Foss Tecator, Sweden).
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3.6 Zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Excelafigké vystupy, piméry a
smérodatné odchylky). Ke statistickému zhodnocenilgdtpouZzit program Statistika 9.1 pro
Windows. One-way Anova s naslednym Tukey post-festem byla pouzita na zhodnoceni
signifikantnosti rozdilu mezi aktivitami sledovamyenzynii v padach povodi PLH, CTH a
druhy podrostu a opadu v jednotlivyctidmich horizontech PLH.
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4. Vysledky

4.1 Vliv povodi na aktivitu enzytn

4.1.1 Chemické slozenidy povodi PleSného &ertova jezera

Pady hornich vyzkumnych ploch povodi Ple$ného (PLHyetova (CTH) jezera
mély podobné chemické slozeni (Tab. 3a, 3bdi# vzorky byly v povodi obou jezer
odebrany pod podrostem mekly (Avenella flexuoga Pro ¥tSinu chemickych charakteristik
nebyly zjis€ny mezi jednotlivymi dnimi horizonty povodi obou jezer statisticky vyame
rozdily. Paikazre vyssi byl celkovy obsah extrahovatelného uhlikgx v opadovém (O)
a humusovém (A1) horizontu CTH v porovnéni s odgaNc¢imi horizonty PLH. Stefhjako
v piipact vy38iho obsahu amonnych idn(NH;") v humusovém horizontu CTH. Pém
rozpuséného organického (DON) a mineralniho (DIN) dusikONDDIN byl prikazre vyssi
v hlubSim (A2) humusovém horizontu CTHii porovnani jednotlivych fodnich horizoni
povodi obou jezer byl patrny obecny trend v poklebsahu chemickych parametspolu
s hloubkou fdniho profilu.

Nrot Cror Prot Cexr Nexr NH4+ NO3
mg-g' mg-g' mg-g' mg-g' mg-,g¢  mgg  mgg
PLH O 19,56 446,56 0,9F 0,97 0,59 0,23 0,29
(0,44) (26,32) (0,27) (0,21) (0,19) (0,10) (0,05)
CTHO 20,27 453,12 0,86 1,97 0,60 0,34 0,17
(0,22) (22,45) (0,06) (0,35) (0,30) (0,11) (0,13)
PLH Al 17,12 374,78 1,02 0,65 0,37 0,09 0,20
(4,03) (25,73) (0,57) (0,04) (0,11) (0,01) (0,06)
CTH Al 17,00 378,64 1,00 0,86 0,42 0,18 0,19
(3,70) (95,53) (0,05) (0,09) (0,02) (0,01) (0,04)
PLH A2 13,83 275,17 1,12 0,37 0,16 0,02 0,13
(5,29) (130,05)  (0,54) (0,20) (0,06) (0,01) (0,04)
CTH A2 13,20 260,25 1,26 0,40 0,23 0,07 0,13

(5,04) (103,70)  (0,06) (0,20) (0,11)  (0,04)  (0,04)

Tab. 3a.Chemické sloZzeni opadového (O) (0-2 cm), humusof&h) (2-5 cm) a hlubsiho
humusovéeho (A2) (5-10 cm)igniho horizontu horni vyzkumné plochy povodi Plegné
(PLH) a Certova (CTH) jezera (n = 3, v zavorkach jsou uvegdsn@rodatné odchylky,

odlisna pismena u hodnot ozu§ signifikantni rozdily, p < 0,05).
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DIN DON Crot/Ntot Cext/ Next DON/DIN

mg-g* mg-g*
PLH O 0,52 0,07 26,62 1,89 0,13
(0,14) (0,06) (1,12) (0,37) (0,08)
CTHO 0,52 0,08 26,13 5,15 0,14
(0,24) (0,06) (1,02) (4,29) (0,08)
PLH Al 0,28 0,04 26,27 2,59 0,12
(0,07) (0,04) (5,02) (0,98) (0,10)
CTH Al 0,37 0,04 25,84 2,43 0,13
(0,05) (0,04) (1,06) (0,34) (0,11)
PLH A2 0,15 0,07 22,90 2,66 0,04
(0,05) (0,01) (3,75) (0,52) (0,06)
CTH A2 0,20° 0,04 22,87 1,94 0,19
(0,09) (0,02) (0,66) (0,53) (0,01)

Tab. 3b.Chemické sloZeni opadového (O) (0-2 cm), humusof&hp(2-5 cm) a hlubSiho
humusovéeho (A2) (5-10 cm)igniho horizontu horni vyzkumné plochy povodi Pledné
(PLH) a Certova (CTH) jezera (n = 3, v zavorkach jsou uvgdsn@rodatné odchylky,

odlisna pismena u hodnot oz signifikantni rozdily, p < 0,05).

4.1.2 Aktivita enzymi v padach povodi Pledného &€ertova jezera

V pudach povodi PLH byla celkévvyssi aktivitap-glukosidazy, celobiosidazy,
alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazyoproti pidam CTH (Obr. 3). S vyjimkou
aktivity fosfomonoesterazykteré byla v jednotlivychiznich horizontech povodi obou jezer
srovnatelna. Aktivitg3-glukosidazy byla prkazre vyssi ve vSechi¢ch pidnich horizontech
PLH (Obr. 3). Aktivita celobiosidazy dosahovala kapatel nejvyssSich hodnot v opadovém
horizontu PLH. V pipact alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy Ipgjiah aktivita
vySSi v hlubSim humusovém (5-10 cm) horizontu Plprbt CTH (Obr. 3).

Obecré byl patrny pro ob povodi trend poklesu aktivity enzyimspolu s hloubkou
pudniho profilu. Celko¥ nejvySSich hodnot dosahovaly aktivityB-glukosidazy
a fosfomonoesterazy. NejnizSi aktivita byla ®&ena u celobiosidazy. Aktivita alanin-

aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy hfidow stejna.
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Obr. 3. Aktivita enzym S-glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-aminatazy (C), leucin-
aminopeptidazy (D) a fosfomonoesterazy (E) v jédgoh pidnich horizontech horni vyzkumné
plochy povodi Plesného (PLH) @ertova (CTH) jezera (n = 3, chybové dke znazokuji S.D.,
odliSna pismena ozudaji signifikantni rozdily, p < 0,05).
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V pudach povodi PLH nejsifiii korelovala (p < 0,001) aktivita fosfomonoesteraz
s obsahem dusianovych ioni (NOs) a aktivita B-glukosidazy s obsahem rozptrsého
minerélniho dusiku (DIN) (Tab. 4). Dale korelovdfa< 0,01) aktivita fosfomonoesterazy
s celkovym obsahem extrahovatelného dusikux{\ DIN a aktivita B-glukosidazy
s celkovym obsahem extrahovatelného uhlikuexf; Next, NH;" a NG;. Aktivita
celobiosidazy korelovala (p < 0,01) s celkovym dtesa uhliku (Got), Cext, Next, NOs
a DIN (Tab. 4). Pro tyto enzymy byly nalezeny dal&bsi korelace (p < 0,05) s chemickymi
charakteristikami (Tab. 4). Negati&nkorelovala aktivita fosfomonoesterazy s goem
Cext/Next (Tab. 4). V pipad aktivity alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopdgpiy
nebyla nalezena Zadn&igazna vazba s chemickymi charakteristikami (Tab. 4)

V pudach povodi CTH nejsifii korelovala (p < 0,001) aktivita alanin-
aminopeptidazy s obsahemyg, s nimz korelovaly (p < 0,01; 0,05) i zbylé enzy(iab. 5).
S celkovym obsahem fosforu+f?}) negativié korelovaly (p < 0,01; 0,05) vSechny studované
enzymy. Negativni korelace byla také nalezena nadfivitou celobiosidazy a pairem
DON/DIN (Tab. 5). Pormr Cext/Nexr prakazre ovliviioval aktivitu B-glukosidazy,
celobiosidazy a fosfomonoesterazy. Aktivita alaamimopeptidazy korelovala (p < 0,01,

0,05) s obsahem NHa leucin-aminopeptidazy s obsahegk NH; a DIN (Tab. 5).

B-glukosidaza Celobiosidaza amino?:;)ti déza aminoL;elgti dqaze FOSfomonoesteraza
Ntot ns 0,70* ns ns 0,78*
Cror 0,75* 0,81* ns ns 0,74*
Prot ns ns ns ns ns
Cext 0,88** 0,81** ns ns 0,74*
Nexr 0,89** 0,84** ns ns 0,87**
NH," 0,89** 0,79* ns ns 0,78*
NOs 0,87** 0,88** ns ns 0,93***
DIN 0,91 %+ 0,86** ns ns 0,87**
DON 0,74* 0,67* ns ns 0,76*
Crot/NtoT ns ns ns ns ns
Cext/Next ns ns ns ns -0,69*
DON/DIN ns ns ns ns ns

Tab. 4.Korelacni koeficienty mezi chemickym sloZentrdyphorni vyzkumné plochy povodi
PleSného (PLH ) jezera a aktivitou enzyfn = 9). Mira signifikance korelaci: * p < 0,05**
p <0,01; ** p < 0,001; ns — nesignifikantni.
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Ala- Leu-

B-glukosidaza Celobiosidaza aminopeptidaza aminopeptidaza Fosfomonoesteraza

Nror ns ns ns ns ns
Cror ns ns ns ns ns
Pror - 0,70* -0,73* - 0,83** - 0,81* -0,72*
Cexr 0,80** 0,67* 0,90*** 0,90** 0,86**
Nexr ns ns ns 0,72* ns
NH," ns ns 0,78* 0,89* ns
NOs ns ns ns ns ns
DIN ns ns ns 0,73* ns
DON ns ns ns ns ns
Cror/Nror ns ns ns ns ns
Cexr/Nexr 0,89+ 0,72* ns ns 0,87**
DON/DIN ns -0,67* ns ns ns

Tab. 5.Korelacni koeficienty mezi chemickym sloZeniidyphorni vyzkumné plochy povodi
Certova (CTH) jezera a aktivitou enzyrtn = 9). Mira signifikance korelaci: * p < 0,05;**
p <0,01; ** p < 0,001; ns — nesignifikantni

4.2 Vliv podrostu povodi PleSného jezera na aktienzyni

4.2.1 Chemické slozeniydy pod jednotlivymi druhy podrostu

Pti porovnani chemického slozeapadovych (O)horizonti pod jednotlivymi druhy
podrostu PLH byl nalezen {kazreé vysSi obsah Nt pod podrostem metky (Avenella
flexuosa oproti bofivéi (Vaccinium myrtilluy (Tab. 6a). Na druhou stranu byl pod podrostem
metlicky v tom samém {dnim horizontu vyznamnnizSi ponr Cror/Ntor @ DON/DIN
(Tab. 6b). Opadovy horizont pod opadem jghlPicea abiey obsahoval celkavmére Nexr,
DIN, zanedbatelné mnozstvi NQale vysSi porr Cext/Next (Tab. 6a, 6b). Pod podrostem
borav¢i byl prikazre vySSi obsah DON (Tab. 6b).

V humusovém (Al)horizontu pod opadem jebiibyl zjis€n prikazré vysSi obsah
Crot Vv porovnani s metlkou a vySSi obsah g&r oproti boivei. Naopak obsahoval zéit
uvedenych horizoit(Al) nejmért Next, NOs', DIN a el nejvyssi pondr Cext/Nexr (Tab.
6a, 6b). Humusovy (Al) horizont pod podrostemulidir obsahoval vice DON nez pod
jehlicim. Ze vSech horizotit(Al) zde byl nejvyssi poén DON/DIN (Tab. 6b).
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HlubSi humusovy (A2) horizont pod opadem jebii obsahoval celkay vice Gexr,
Cext/Next a nejmén NOs (Tab. 6a, 6b). Dale zde byl vy3si obsah 4JNM porovnani s
boravéi a vysSi porer Crot/Ntor oproti metléce (Tab. 6a, 56). V horizontu (A2) pod

metlickou byl v porovnani s jehtim vySSi obsah DIN (Tab. 6a, 6b).

Nror Cror Pror Cexr Next NH 4+ NO3
mg-g* mg-g* mg-g* mg-g-  mgg"  mgg'  mgg'
boravei O 16,9F 464,63 0,73 0,79 0,79 0,28 0,33
(1,19) (40,46) (0,05) (0,06) (0,05) (0,01) (0,05)
jehligi O 18,28° 479,89 0,77 1,9¢ 0,20 0,158 0,00
(0,70) (3,51) (0,05) (0,96) (0,08) (0,07) (0,00)
metlicka O 19,56 446,50 0,97 0,92 0,59 0,23 0,29
(0,44) (26,32) (0,27) (0,21) (0,19) (0,10) (0,05)
boravei Al 16,42  420,24° 0,75 0,49 0,30 0,05 0,17
(2,05) (53,34) (0,06) (0,06) (0,09) (0,02) (0,05)
jehlii A1 17,38 475,49 0,68 0,73 0,07 0,06 0,00
(0,53) (4,81) (0,07) (0,13) (0,03) (0,02) (0,00)
metlicka A1~ 17,12 374,78 1,02 0,65" 0,37 0,09 0,20
(4,03) (25,73) (0,57) (0,04) (0,11) (0,01) (0,06)
borivei A2 13,33 325,13 0,64 0,32 0,16 0,0F 0,1F
(1,81) (86,84) (0,01) (0,13) (0,07) (0,01) (0,05)
jehligi A2 15,09 458,14 0,59 0,77 0,04 0,03 0,00
(0,93) (22,88) (0,01) (0,07) (0,01) (0,00) (0,00)
metlicka A2 13,88 275,17 1,17 0,37 0,16 0,02° 0,13
(5,29) (130,05) (0,54) (0,20) (0,06) (0,01) (0,04)

Tab. 6a.Chemické sloZzeni opadového (O) (0-2 cm), humusof&h) (2-5 cm) a hlubsiho
humusového (A2) (5-10 cm)igniho horizontu pod jednotlivymi druhy podrostu rior
vyzkumné plochy povodi Plesného (PLH) jezera (nwZ&vorkach jsou uvedeny&odatné
odchylky, odliSn& pismena u hodnot aznasignifikantni rozdily, p <0,05).
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DIN DON Crot/Ntot Cext/ Next DON/DIN

mg-g* mg-g*
borave O 0,6F 0,18 32,06 1,17 0,29
(0,05) (0,00) (2,05) (0,09) (0,03)
jehli¢i O 0,16 0,058 30,7G 10,70 0,37
(0,07) (0,02) (0,97) (1,66) (0,02)
metli¢ka O 0,52 0,07 26,62 1,89 0,13
(0,14) (0,06) (1,12) (0,37) (0,08)
borave Al 0,2F 0,09 29,86 2,00 0,47
(0,06) (0,03) (0,73) (0,65) (0,08)
jehlii A1 0,08 0,07 31,99 12,57 0,13
(0,02) (0,01) (0,71) (3,58) (0,07)
metlitka Al 0,28 0,04" 26,27 2,59 0,17
(0,07) (0,04) (5,02) (0,98) (0,10)
borive A2 0,12° 0,04 28,13 2,38 0,36
(0,05) (0,02) (3,52) (0,12) (0,05)
jehligi A2 0,03 0,07 35,48 21,32 0,32
(0,00) (0,01) (1,47) (3,54) (0,32)
metlicka A2 0,1% 0,0F 22,90 2,66 0,04
(0,05) (0,01) (3,75) (0,52) (0,06)

Tab. 6b.Chemické sloZzeni opadového (O) (0-2 cm), humueoih) (2-5 cm) a hlubsiho
humusového (A2) (5-10 cm)igniho horizontu pod jednotlivymi druhy podrostu rior
vyzkumné plochy povodi PleSného (PLH) jezera (nw«Zavorkach jsou uvedeny&odatné
odchylky, odliSna pismena u hodnot aanasignifikantni rozdily, p <0,05).

4.2.2 Aktivita enzymi v padé pod jednotlivymi druhy podrostu

Celkow nejvyssi aktivity dosahovaly enzynfrglukosidaza, celobiosidaza, alanin-
aminopeptidaza a leucin-aminopeptidazaudrpch horizontech pod podrostem miyi
(Obr. 4). Vyjimku tvdila fosfomonoesteraza, jejiz aktivita byla &dmich horizontech pod
jednotlivymi druhy studovaného podrostu srovnateliNejvysSich hodnot dosahovaly
prokazatels aktivity p-glukosidazy a fosfomonoesterazy. Nejnizsi aktiyda nangiena u
celobiosidazy. Aktivita alanin-aminopeptidazy adiesaminopeptidazy bylgadow stejna.

Aktivita p-glukosidazy a celobiosidazybyla pikazre nejvyssi v opadovém horizontu
pod podrostem metky. Hodnoty jejich aktivit ve zbylychtmnich horizontech pod dalSimi
druhy podrostu nevykazovaly zadné statisticky vyan@ rozdily (Obr. 4).Alanin-
aminopeptidaza dosahovala pikazre nejvysSi aktivity, v rdmci humusovych (2-5 cm)
horizonti, pod podrostem metky. Aktivita leucin-aminopeptidazy byla ptikazre vysSi

v opadovém a hlubSim (5-10 cm) humusovém horizpotlipodrostem metky ve srovnani
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sjehlgim (Obr. 4). Zadné statisticky vyznamné rozdily ylgbnalezeny pro aktivitu

fosfomonoesterazy padnich horizontech pod jednotlivymi druhy podro<dbf. 4).
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Obr. 4. Aktivita enzyna -glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-aminumazy (C), leucin-

aminopeptidazy (D) a fosfomonoesterazy (E)idnfch horizontech horni vyzkumné plochy povodi

PleSného jezera pod jednotlivymi druhy podrostu=(8, chybové Usé&y znazotuji S.D., odliSna
pismena ozraji signifikantni rozdily, p < 0,05).
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Byla nalezena silna korelace (p < 0,001) mezi @kiivfosfomonoesterazy a obsahem
Next, NHs", DIN a DON. Aktivita tohoto enzymu také korelovgfa< 0,01) s obsahen&r,
Ntor, Cext (Tab. 7). Silna korelace byla také mezi obsahem;'NBIN a aktivitou

B-glukosidazy, slabsi potom (p < 0,01) s obsaheidrNNexr @ NG, Aktivita celobiosidazy
korelovala (p < 0,01) s obsahemd¥, Nexr, NOs* NH,4" a DIN (Tab. 7). Negativni korelace
byla nalezena mezi aktivitou alanin-aminopeptidazyongrem DON/DIN, Got/Ntor a

leucin-aminopeptidazou a pérem Gext/Next, DON/DIN (Tab. 7). Leucin-aminopeptidaza
korelovala (p < 0,01) s obsahem N(Qrab. 7).

p-glukosidaza Celobiosidaza amino?::p-)ti déza aminoL;eup;ti d4éza FOSfomonoesteraza

Ntor 0,52** 0,58** ns 0,41* 0,57**
Crot ns ns ns ns 0,60**
Prot ns ns ns ns ns
CexT 0,41* ns ns ns 0,54**
Next 0,57** 0,52** ns 0,40* 0,64***
NH," 0,62*** 0,53** ns ns 0,74%=
NOs 0,58** 0,56** ns 0,50** 0,44*
DIN 0,64*** 0,59** ns 0,47* 0,62***
DON ns ns ns ns 0,63***
Crot/Ntot ns ns - 0,46* ns ns
Cext/Next ns ns ns -0,41* ns
DON/DIN ns ns - 0,40* - 0,45* ns

Tab. 7.Korelacni koeficienty mezi chemickym sloZeniidyphorni vyzkumné plochy povodi
PleSného jezera pod dominantnimi druhy podrostukavitou enzyrmi (n = 27). Mira
signifikance korelaci: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001; ns — nesignifikantni.
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4.3 Vliv teploty na aktivitu enzyin

4.3.1 Teplotni zavislost aktivity enzyni v padach PLH

Aktivitu studovanych enzyi v jednotlivych midnich horizontech horni vyzkumné
plochy povodi PleSného jezera v zavislosti na Sé&zmych teplotach znaztuwje Obr. 5.
Prabéh aktivity v zavislosti natizné teplot se u jednotlivych enzyilisil. Teplotni odpod’
byla podobna up-glukosiddzy a fosfomonoesterdzyve vSech pdnich horizontech.
K vyraznému tistu jejich aktivit dochazelo mezi 15 a 20°C a négigh hodnot dosahovaly
kolem 25°C. Aktivitacelobiosidazy se vyrazt v prabéhu teploty nerdnila a Zistavala
fAddow stejnd pouze s mirnym sniZenimtpplo kolem 20°C.

Zmeény aktivity alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazyv zavislosti na
teplo€ se podob# jako u celobiosidazy pohybovalyiadow stejnych jednotkach. V obou
piipadech dosahovaly tyto enzymy nejvysSi aktivityt@plot 0 az 5°C a s rostouci teplotou
jejich aktivita klesala (Obr. 5). Pro vSechny stuaoé enzymy byl patrny obecny trend
v poklesu aktivity spolu s hloubkouagniho profilu (Obr. 5). Rmérné hodnoty aktivity
jednotlivych enzym spolu se s@rodatnymi odchylkami jsou vifloze la-e.

Ze vSech enzyin pouze up-glukosidazy a fosfomonoesterazy dochazelo spolu
s ristem teploty i kitstu jejich aktivity (Obr. 5). Proto byla pro tytoval enzymy pouZzita
Arrheniova rovnice (linearizovana forma) (Obr. @p prypaiet jejich aktiv&ni energie a
kolizni frekvence. Aktivani energie a kolizni frekvenc@-glukosidazy klesala spolu
s hloubkou pdniho profilu (Obr. 7, 8). Oproti fosfomonoesterapggiz aktiv&ni energie a

kolizni frekvence byly nejvyssi v humusovém (2-5) @idnim horizontu (Obr. 7, 8).
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Obr. 5. Aktivita enzym p-glukosidazy (A), celobiosidazy (B), alanin-aminmmazy (C),
leucin-aminopeptidazy (D) a fosfomonoesterazy (fpmotlivych gdnich horizontech horni
vyzkumné plochy povodi PleSného jezera v zavislagiteplotach (n = 3).
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Obr. 6. Linearizovany Arrheniovsky model pro vyebE, - aktivacni energie a A - kolizni frekvence
p-glukosidazy (A) a fosfomonoesterdzy (B) v jednath pidnich horizontech vyzkumné plochy
povodi PleSného (PLH) jezera (n = 3).
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Obr. 7. Aktivarni energie f-glukosidazy (A) a fosfomonoesterazy (B) v jednath pidnich
horizontech horni vyzkumné plochy povodi PleSnEhél () jezera (n = 3).
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Obr. 8. Kolizni frekvencep-glukosidazy (A) a fosfomonoesterazy (B) v jednath pidnich
horizontech horni vyzkumné plochy povodi PleSnBh&i) jezera (n = 3).
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5. Diskuze

5.1 Vliv povodi na aktivitu enzytn

5.1.1 Chemické sloZenijdy povodi Plesného & ertova jezera

Povodi Pledného (PL) & ertova (CT) jezerajsou vystavena podobnym klimatickym
podminkam, ale liSi se v podlozi a sloZeindyy ve stupni saturace dusikem (N) a schopnosti
pudy vazat fosfor (P). &y povodi CT jsou kyselejSi, saturované N a P akujici, na rozdil
od povodi PL gistymi ztratami P a s jeho vySSim vyplavovanimid povodi (Kopaek et
al., 2008). Granity v podlozi PL jsou v kyselychdpdnkach nachykjsi k uvohovani P
oproti svofim v povodi CT (Kop&ek et al., 1998). ZvySené vyplavovani P z povodiike
byt zpisobeno kombinaci chemickych, biochemickych a miléolich proces (Santfickova
et al., 2004). Se zvySenym vyplavovanim N udpobou povodi souvisi zrychlena
transformace N, mineralizace a dekompozice {ar2004; Skopcova and Saintkova,
2006).

Padni vzorky byly v povodi obou jezer odebirany padifpstem mettky (Avenella
flexuosa. Béhem analyzy chemického slozeni sedy povodi obou jezer liSily véakolika
parametrech. Vigach CTH byl oproti PLH vysSi obsahg v opadovém a humusovém (2-
5 cm) horizontu, vy3si obsah WH/ tomtéZz horizontu a vy33i pégmDON/DIN v hlubsim (5-
10 cm) humusovém horizontu. Zbylé chemické parameyty v padach povodi obou jezer
ve srovnatelném mnoZstvi. Korelace aktivit engzymchemickymi parametry vykazovaly
odliSnosti mezi povodimi obou jezer. Mgach povodi PLH korelovaly s chemickymi
parametry pouze aktivity-glukosidazy, celobiosidazy a fosfomonoesterazy Bktivity
alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy aribké parametry nebyly nalezeny zadné
prikazné korelace. Naproti tomu wugach povodi CTH v8echny enzymy korelovaly jen
s rekolika chemickymi parametry a s#j$i korelace byly nalezeny pro aktivitu alanin-
aminopeptidazy a obsahef, NH;'. Leucin-aminopeptidaza korelovala s obsahegrC
NH.", Next, DIN.

Celkow vyssi aktivita enzyiin a pa@etrgjSi korelace s chemickymi parametry byly
v padach PLH oproti CTH. VySSi aktivity hydrolytickyatnzymi v lesnich jgdach (oproti
zenedélskym) mohou souviset s obsaheridpi organické hmoty (Sku$, 1978b; Keeler et

al.,, 2009). V dsledku napadeni smrkovych pofospovodi obou jezer lykoZroutem
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smrkovym doslo v letech 2004 — 2005 k velkému opgehiici a celkové disturbanci
ekosystém. V sowtasnosti je fedevsim v povodi PLH stromové patro nahrazovanbleyse
rozvijejicim rostlinnym podrostem s vysokym zasknipn trav. S tim souvisi mnozstvi
a kvalita opadu vstupujiciho daqly, ktera nize vyznama ovlivnit mikrobialni spoléenstva
a chemismus guly. Travy mohou slouzit jakoutezity zasobnik atmosférického Ne¢které
druhy mohouwast&ne snizit negativni procesy spojenéislpi acidifikaci a psobit pozitivré
na redukci ztraty zZivin zialy (Svoboda et al., 2006)ti@ani téngi kazdé energeticky bohaté
organické latky do jody stimuluje mikrobialniist a aktivitu mikroorganisi VysSi obsah
a kvalita midni organické hmoty fize vice podporovat biologickou aktivitu, protoZzezsgsi
mnozstvi dostupnych Zivin a gebné energie (Nourbakhsh, 2007). Na z&kledemické
analyzy obsain Cext a Next pod podrostem metky a opadem jehli vSak nebyly nalezeny

vyznamne rozdily v obsahéchto latek.

5.1.2 Aktivita enzymi v pidach povodi Plesného &ertova jezera

Fosfomonoesteraza

Z naSich vysledk vyplyva, Ze byla celkoy vysSi aktivita extracelularnich enzym
v padach PLH. Vyjimku tvaéila aktivita fosfomonoesterazy, ktera byla v jedngth padnich
horizontech PLH a CTH srovnatelna. Naproti tomut&ékova et al. (2004) na#ili vyssi
fosfatdzovou aktivitu v opadovém a humusovém hatizgdy PLH oproti CTH. To &jme
ukazuje na posun v dostupnosti Zivin ddach PleSného jezera v poslednich Sesti letech.
Vysoka enzymova aktivita tize signalizovat limitaci fpdy Zivinami (Sinsabaugh et al., 1991;
Allison et al., 2007). Ke zvySeni aktivity fosfat@ochazi obvykle pravv podminkach
snizené dostupnosti P (McGill and Cole, 1981). Vpudni acidifikace na rychlost
transformaci P rfize vést ke sniZzeni v zasoP v pidnim roztoku a niZSi dostupnosti P v
kyselych mdach (Carreira et al., 2000). Nat aktivity fosfomonoesterazy vigach v povodi
PleSného jezeraie byt zgisoben posunem ve slozZeni aktivniho mikrobialnilmespnstva
a vySSimu rozvoji fdnich mikromycet, které dominuji praw kyselych @dach (Harrison,
1983). Navic v odutielém lese dochazi k vySSim teplotnim vylaywve svrchnich jdnich
horizontech. Houby mohou byt tedy vicéinné v ziskavani P a v jeho ¢taiovani do

biomasy nez bakterie (Allison et al., 2007).
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Analyza chemického slozeniugly CTH odhalila negativni korelace mezi aktivitou
vSech enzyrin a obsahem RBr, na rozdil od PLH, kde nebyla nalezena Zadnkgmna
korelace mezi aktivitou enzyima obsahem Rr. Speir and Ross (1978) také obijevili
negativni korelaci mezi aktivitou fosfatazy a obeahP v fidé. Stejré jako ve vyzkumu
Naseby et al. (1998) aktivita enzymzapojenych do cyklu P negativnkorelovala
s mnozstvim snadno dostupného P. ZvySena dostupmistného anorganického P sniZuje
fosfatdzovou aktivitu. Vysitlenim aktuald srovnatelné aktivity fosfomonoesterazyddpch
povodi obou jezer fize byt limitace P v jdach CTH, ktera se projevila na zvySeni aktivity
oproti vysledkm predchoziho vyzkumu Saittkové et al. (2004).

Fosfomonoesteraza korelovala Wdach PLH pedevSim s rozpustnymi formami N
a C (GxT, Next) a slaldji také s Gor, Nyor. Schopnostjdnich mikroorganisiin a enzyni
zpistupnit P ze Spatnrozpustnych forem zavisitgdevSim na povaze a dostupnosti
uhlikatého materialy padnim ekosystému (Alexander, 1977). Aktivita fostataize byt
podpdena obsahem dostupnych forem C a Nadép(Allison and Vitousek, 2005). Pokud
maji pidni mikroorganismy dostatek C a N, mohou syntetizaae vySSi nie extracelularni
enzymy, umo#ujici ziskavat fie dostupné Zziviny. Dale byla zj$a silna korelace
fosfomonoesterazy s NH NOs', DIN a DON. To je v souladu s ng$imi studiemi, kde po
piidavku mineralniho N dochazi ke stimulaci mikrobidbktivity. Zarové se zvySuje
poZzadavek na C a P, vedouci ke zvySeni jejiginp enzymy (Keeler et al., 2009).

Celulazy
Aktivita B-glukosidazy byla pikazre vyssi ve vSechi¢ch midnich horizontech PLH

oproti CTH. Ridni vzorky byly v povodi obou jezer odebirany poodmstem mettiky
(Avenella flexuosa Na zaklad analyzy chemického sloZzenigy PLH byla zjiS¢na pozitivni
korelace aktivity tohoto enzymu s obsahemoCrozpustnymi formami N a C €&r, Nex,
NH;", NOs, DIN, DON) a nejsil#jdi korelace s obsahem DIN. Zatimco ddach CTH
pozitivre korelovala pouze sggr a pongrem Gext/Next. Kyselé lesni fpdy mohou byt chudé
na obsah P a je prayjgbdobné, Ze nizkad dostupnost P je dalSim limitmji¢éaktorem
dekompozice opadu, cozuie ovliviovat pra¥ uvoliovani DIN (Barta et al., 2010). Bylo
zjisteno, Ze opad metky (Avenella flexuosa vyvolava vysokou mikrobialni aktivitu
a uvohovani DIN. Opady trav uvalji akumulovany dusik ve forRnDIN, predevsim ionty
NH,", v pasateni fazi dekompozice a mohou taksdsre zvysit tok NH," do pidy bshem
podzimnich a zimnich #sic1 (Santfickova et al., 2006). ®Ini vzorky pro nase analyzy byly

odebirany prav¥na podzim, kdy dochazi ke zvySeni obsahu rozpabktfigrem N v fide.
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K rychlému rozvoji tohoto druhu travy dochazi v &asné dob praw v povodi PL.
Cext @ Next ze studenovodnich extrakpredstavuji slogeniny, které jsou snadjn dostupné
pro dalSi mikrobiélni procesy nebo mohou byt vymyvdo hlubSich vrsteviainiho profilu
(Santfickova et al., 2006). Ke zvy3eni obsahuxf v pidé dochazi pré& béhem
dekompozice opadu metky (Avenella flexuo9a(Santfickova et al., 2006). Nami zji&tou
pozitivni korelaci aktivityp-glukosidazy s €xr podporuji také dalSi vyzkumy (Turner et al.,
podminky pro mikrobialnitst a produkci enzymu (Keeler et al., 2009) podofako u
fosfomonoesterazy. Tyto poznatky mohou Whkwat pozitivni korelaci aktivity
B-glukosidazy s uvedenymi chemickymi parametig PLH a prokazatetnvyssi aktivitu ve
vSech @dnich horizontech PLH oproti CTH.

Co se tye korelace aktivity celobiosidazy s chemickymi pae#ry pid povodi obou
jezer, byla situace podobna jakoBtglukosidazy. Byla zji%na pozitivni korelace aktivity
tohoto enzymu s obsahemydz, Nror a rozpustnymi formami N, C €&r, Next, NHs*, NOs,
DIN, DON) v pidach PLH. To mize byt ve spojitosti s chemismem opadu trav a gostui
formami Zivin (viz vySe). Zatimco wviglach CTH pozitive korelovala pouze sggt
a ponerem Gext/Next a negativa s ponérem DON/DIN.

Aktivita celobiosiddzy dosahovala prokazatelmejvysSich hodnot v opadovém
pudnim horizontu PLH, kde &a zZtejmé dostatek vhodného substratu. ifatovSem mezi
enzymy s celko¥ nejnizSi aktivitou. Ke sniZeniciinnosti tohoto enzymu f@ize dochéazet
v dusledku zvySené koncentrace dostupnébgpr(Ccoz je vyrovnavano zvysenou mikrobialni
biomasou (Allison et al., 2007). Lignin ke inhibovat syntézu celuldz celulolytickymi
houbami (Varadi, 1971). CoZ naSe vysledky jedndahaepotvrzuji.

Proteazy

V piipact alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopeptidazy Qgjech aktivita vyssi
v hlub8im humusovém (5-10 cm) horizontidp PLH oproti CTH. Celko¥ vykazovaly ok
tyto proteazy nizsi aktivitu a nebyla pré nalezena zadna {(kazna vazba s chemickymi
parametry v fpdach PLH. Z nartené kinetiky enzymovych reakeichto dvou enzyrin mize
byt moznym vysetlenim nizSi aktivity nizka afinita k substiét v porovnani s
B-glukosidazou a fosfomonoesterazou. Podle Enowashal. (2009) nizké hodnoty aktivit
protedz v idach smrkovych léds mohou byt zpsobeny limitaci substratem nebo tim, Ze
uprednosiiuji  dekompozici  alternativnich ~ zdfoj substratu.  Kinhibici  aktivity

extracelularnich protedz dochazitudach, které jsou saturovany mineralnim N (Sinsabaug
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et al., 2002). R vysokém obsahu dostupnych Ziviribe dojit k potldeni produkce enzyin

a k omezeni az zastaveni mineralizace (OlandeM#&ndsek, 2000). To je mozZné vydleni
pro nizké aktivity nami sledovanych aminopeptidgaidach povodi obou jezer, ktera jsou
saturovana N.

Opana situace byla viglach povodi CTH, kde korelovaly s chemickymi parane
vice pra¥ proteazy. Aktivita alanin-aminopeptidazy silkorelovala s obsaheme&s, slakji
s ionty NH;". Aktivita leucin-aminopeptidazy slajp korelovala s obsahemggr, Next, NHs*

a DIN.

Syntéza protedz mikroorganismy je zavisla nejenanolbsahu fdniho N, ale i na
obsahu C (Geisseler and Horwath, 2008). To odpowyd&umu Bastida et al. (2008), kite
nasli pozitivni korelaci aktivityp-glukosidazy, proteazy, fosfatazy s obsahepxrCCexr
obsahuje nestabilni substraty, které funguji jakoergeticky zdroj pro mikrobialni
metabolismus (Cook and Allan, 1992). Tyto ve &oextrahovatelné derivaty mohou
vzniknout degradaci stabdjSich slodenin SOC v pdé (Campbell and Zentner, 1993) nebo
z karenovych exuddt uvolrenych rostlinami (Cook and Allan, 1992). MoZnym v§tenim
korelaci €chto enzymi v padach CTH je, Ze zde praggpbdobré budou vyuzivat tyto

energetické substraty.

Aktivita enzyn® v padnim profilu

Obecrt byl patrny pro ob povodi trend v poklesu aktivity enzynspolu s hloubkou
pudniho profilu. Je znamo, Ze mikrobialni biomasas&lspolu s hloubkoutdniho profilu
(Enowashu et al., 2009). To je podeno také vyzkumem Fierer et al. (2003) fiktosgli
ke stejnému vysledkuipprizkumu dvou odliSnych gainich profifi. Hlavnim divodem ve
snizeni mikrobialni biomasy a aktivity enz§ns hloubkou pdniho profilu je pokles
v dostupnosti substratu, obsahu ZivingN SOC) a redukovanou kvalitou a mnoZstviinal i
organické hmoty (Ajwa et al., 1998; Fierer et 2003; Enowashu et al., 2009). Tyto vysledky
swedéi o tom, Ze mikrobialni biomasa a aktivita enzyiyla nejvyssi v hornich vrstvacliqy
a klesala s hloubkouagniho profilu (Enowashu et al., 2009), coz je idopatrné na aktiwit
B-glukosidazy ve vSechrdch midnich horizontech PLH. Také&ipchemické analyzetalnich
horizonti obou povodi byl patrny pokles v obsahu jednotlivgthemickych paraméirspolu
s hloubkou fdniho profilu.

Nerovnongrny vstup opadu dotginiho profilu kwili nadzemnimu opadu, ktery je
z&llerény na povrchu fdy, odpovida za vySSi enzymovou aktivitu v 0 - 1B, ez-li v
hlubSich vrstvach gy 15 - 30 cm (Sardans and Pefiuelas, 2005). Baldtaal. (2010Db)
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zjistili, Ze aktivita B-glukosidazy a kyselé fosfatazy byla 9-13 krat vys®padovém

horizontu m@dy.

5.2 Vliv podrostu povodi PleSného jezera na aktienzyni

5.2.1 Chemické slozeniydy pod jednotlivymi druhy podrostu

Pizda pod podrostem metky (Avenella flexuosa)

V opadovém horizontu pod podrostem né&tfi byl nalezen pirkazre vysSi obsah
Ntot proti bofivéi. Travy mohou slouZit jakoddezity zasobnik atmosférického N (Svoboda
et al., 2006). Jejich opad obsahuje v porovnanpaglem bakv¢i a jehlei vySSi obsah
mineralniho N a dostupného P (\&&n 2008). Zejme¢ proto byl v opadovém horizontu pod
podrostem mettky vysSi obsah .
metlickou v hlubSim (5-10 cm) humusovém horizontu ve séoN s jehliim. Hodnota tohoto
pongru byla 22. Pokud je vigach s opadem pam C/N nizSi nez 25 dochazi d&u
k vyznamnému vyplavovani N, nebo ke zvySeni jehockatrace vipdé (Gundersen et al.,
1998). V humusovém (2-5 cm) horizontu pod ntktiu byl niz8i obsah £ v porovnani
s jehl¢im. V hlubSim (5-10 cm) humusovém horizontu pod litlkedu byl v porovnéni
s jehlgéim vysSi obsah DIN. Opady trav uwiaji akumulovany dusik ve form DIN,

,,,,,,

pady bihem podzimnich a zimnichasiai (Santfickova et al., 2006).

Pizda pod opadem jehli (Picea abies)

VSechny ti pudni horizonty pod opadem jeéili(Picea abiey obsahovaly pikazre
vySSi pordr Cext/Next, nizky DIN a zanedbatelny obsah NQ@ug) v porovnani sijmami
pod bofiv¢i a metlgkou. Nizké az zanedbatelné mnoZstvisNBylo nangieno také fimo
v opadu jehki (Varek, 2008). To potvrzuje naSe vysledky z jednotlivydlinich horizoni.

Smrkové jehki se vyznauje oproti ostatnim drdim opadu nejniz§im obsahem
celkového N, rozpustného P a nejvy3sim obsahemlidkiioh latek (Santickova et al.,
2006). Sanfrckova et al. (2006) nalezli vy3si obsah N a P venetécim smrkovém jehti

(ze strond napadenych lykozroutem smrkovym) oproti jehlielenému. Opad jekili muze
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obsahovat az 40 % 4ko rozlozitelnych fenolickych latek (Applova, 200&0Z negativé
ovliviiuje jeho dekompozici. Nizky obsahtdy a Nexr v samotném opadu jebii
(Santfickova et al., 2006) bude praymbdobr ovliviiovat také jejich nizky obsah g pod

nim.

Prida pod podrostem béwi (Vaccinium myrtillus)

Opadovy a humusovy (2-5 cm) horizont pod podrogbemivci obsahoval pikazre
vyS8Si obsah DON a mémNror. V. humusovém (2-5 cm) horizontu pod podrostemiwir
byl zjistén prikazre nizSi obsah gt a naopak vy3Si obsah DON oproti jéhliZe vSech
horizonti (2-5 cm) zde byl nejvysSi pam DON/DIN. V hlubSim (5-10 cm) humusovém
horizontu byl niz3i obsah Nfoproti jehlii.

Opad boiivky se vyznauje druhym nejvySSim obsahem fenolickych latek hped
opadu jehli (Varek, 2008). Je také bohaty na obsakofN Pror, Pox (obsah fosforu
v oxalatovém vyluhu), proto je rozkladan rychlegiznopad jehtii (Santiickova et al., 2006).
VySSi vstup fenolickych latek opadu keéi do pidy miZze negativay pasobit na mikrobiélni

procesy.

5.2.2 Aktivita enzymia v padé pod jednotlivymi druhy podrostu

Celkow nejvyssi aktivity dosahovaly enzynftglukosidaza, celobiosidaza, alanin-
aminopeptidaza a leucin-aminopeptidazaugmich horizontech pod podrostem miyi.

V padach pod ostatnimi druhy zkoumaného rostlinnéhorqetd nebyly nalezeny Zadné

statisticky vyznamneé rozdily v akti¢gienzymi. V pripac aktivity fosfomonoesterazy nebyly

nalezeny zadné fkazné rozdily v pdé¢ pod jednotlivymi druhy podrostu, coZ je obdobné
s vysledky jeji srovnatelné aktivity v povodi obstudovanych jezer.

Aktivity enzymi B-glukosiddzy, celobiosidazy a fosfomonoesterazy elowaly
predevsim s rozpustnymi formami N, C a s obsahept.N.eucin-aminopeptidaza korelovala
pozitivre opet s obsahem Nt, Next, NOj3,, DIN. Aktivita alanin-aminopeptidaza a leucin-
aminopeptidazy byla vySSi v humusovém horizontu podrostem mettky, kde podle
nasich vysledk byl i nizky obsah &, Next, DON. Z nangiené kinetiky enzymovych reakci
téchto dvou enzyrin mize byt moznym vysitlenim nizsi aktivity nizka afinita k substiiét

v porovnani $-glukosidazou a fosfomonoesterazou.

49



Na zaklad naSich vysledk, které poukazuji na zvySenou aktivitu enzywmpadé pod
podrostem meitky a vySe uvedenych korelaci, lze usuzovat, Zze led® druh vegetace
vyznammé ovliviiovat mikrobialni aktivitu a chemismusiagly. Opad mettiky (Avenella
flexuosa podporuje mikrobialni aktivitu a uvobvani DIN do @dy (Santéickova et al.,
2006). Tyto rostlinné materialy, které jsou boha&obsah N a maji nizky obsah ligninu, se
obvykle rozkladaji rychleji. Opad metky a ttiny (Calamagrostis villospvykazoval ze
vSech opail nejvySSi hodnoty £&r a Nexr (Varek, 2008). Ke zvySeni obsahuG v padé
dochazi Bhem jeji dekompozice (Santkova et al., 2006). Celkové mnoZstvisN z
bylinného patra tvio dokonce az 95 % z mineralniho N uugjiciho se z rostlinného opadu
(Varek, 2008). To vysstluje silné korelace aktivit nami sledovanych engysrozpustnymi
formami N a C v souladu s nggimi studiemi, kde poijfdavku mineralniho N dochazi ke
stimulaci mikrobialni aktivity a syntéze extrac@ulich enzym. Tyto sloweniny jsou
snadno dostupnymi pro dalSi mikrobialni procesyonsiobhou byt vymyvany do hlubSich
vrstev mdniho profilu (Sanfickova et al., 2006). Silna korelace aktivipyglukosidazy
a fosfomonoesterazy s obsahem NhiZe souviset s jeho udavanim prag travami. Podle
vyzkumu Saniickové et al. (2006) dochéazi k nejvy3simu desini NH," z opadu trav a
pouze polovina tohoto mnozstvi je ukolana z opadu bavci a nejmeén z opadu jehdi.

Naopak materialy bohaté na lignin a chudé na obbhahpozaduji dalSi N
a dekompozice neni doprovazena jeho twednim do pdy (Meentemeyer, 1978). Podle
vyzkumu Vaika (2008), opad smrkového jetiliobsahuje téit 48 % fenolickych latek
z jeho celkové hmotnosti, naproti tomu travy podze 7 % tchto latek. Proto v ganich
horizontech pod podrostem liwti a opadem jehti, které oproti travam obsahuji vySSi obsah
enzymi. Ziejm¢ zde nejprve musi dojit k rozkladu fenolickych kajako je lignin a az poté
mohou nastoupit celulolytické a proteolytické engym

Zmeéna v zastoupeni vegetace na vyzkumné ploSe PLH@Ig#NnAaSi nejenom zemy
v kvalitt a mnozZstvi opadu, ale také &my v podilu hlavnich skupin uviitpadniho
mikrobialniho spoléenstva (Paul and Clark, 1996). V ekosystémech swydtoled, kde je
rozkladan pedevsim opad obsahujici velké mnoZzstvi ligninu,i mmajiby enzymovou vyhodu
nad bakteriemi (Béarta et al., 2010). Maji ve sraing bakteriemi obeenvyssi toleranci
k acidit, proto se vice dastni dekompozice organické hmoty v kyselejSiathagh (Killham,
1994). Ritomnost saprotrofnich hub v lesnicltiddch ma za nésledek zvySeni aktivity
lignolytickych i hydrolytickych enzyrin (Snajdr et al., 2008). Présaprotrofni houby jsou

povazovany za hlavni skupinu, ktera je zodjuma za dekompozici opadu v temperatnich
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lesich (Baldrian et al., 2010b). Pokud dojde keirz@am v mikrobialnim spotenstvu, lze
otekavat, Ze bude ¢innost enzymi korelovat vice s mirou ziny v mikrobialnim
spol&enstvu, nez-li s koncentraci Zivin ugg (Allison et al., 2007). K takovymto znam
muze dochazet na vyzkumnych plochach PLH, kde s&sledku zndny vegetace a rozvoje
trav mohou rozvijet jind mikrobialni spdknstva a ovlitiovat tak aktivitu enzytin v pidé

a jejich pozadavky na zdroje subsirat

5.3 Vliv teploty na aktivitu enzyih

5.3.1 Teplotni zavislost aktivity enzyni v padé PLH

Z naSich vysledk nelze jednoznmé urcit vliv teploty na enzymovou aktivitu, protoze
se teplotni odpasd mezi jednotlivymi enzymy vyrazZnliSila. Pouze up-glukosidazy
a fosfomonoesterazy dochazelo spolistam teploty i kitstu jejich aktivity mezi 15 a 20°C.
NejvysSich narrenych hodnot dosahovaly kolem 25°C. @dpidnich vzork: probihal na
podzim. Debosz et al. (1999) naSli signifikantnivvtloby odkra vzorki na aktivitu
B-glukosidazy, s nizkou aktivitou v obdobi srpen caiben a relativh vysokou aktivitou
v ostatnich rssicich ¢erven,céervenec). Pro aktivitu fosfatazy v mekinich ekosystémech
byla nalezena také pozitivni korelace s teplotdetwich ngsicich s vyraznym poklesem jeji
aktivity na podzim (Kang and Freeman, 1999). Naodakrison and Pearce (1979) ukazuji
sezonni zvySeni aktivity kyselé fosfatazyudp béhem zimy. Rdni vzorky odebranéshem
podzimu nély nizSi mikrobialni aktivity (respiraci, enzymovaktivitu) ve srovnani s jarem
(Chaer et al., 2009). Tyto odliSné vysledky aktivibhou odrazet sezonni ny v produkci
téchto kyselych fosfataz mikroorganismy (Criquetlet2004).

Pro enzymy je vztah mezi teplotou a aktivitou furndktivaini energie reakce enzym-
substrat (Sinsabaugh et al., 1991). Akiniaenergie ufuje rychlost zmin enzymové aktivity
s teplotou. Vzhledem k pozitivni korelaci aktivitg-glukosidazy a fosfomonoesterazy
s teplotou byla pro tyto dva enzymy pouzita Arrloemai rovnice pro vypiet jejich aktivani
energie a kolizni frekvence. Aktigai energie a kolizni frekvengeglukosidazy klesala spolu
s hloubkou gdniho profilu oproti fosfomonoesteraze, jejiz alvi energie a kolizni
frekvence byly nejvySSi v humusovém (2-5 crijdpim horizontu. Aktivita &chto dvou
enzymi by mohla byt také ovlwovana diky zvySené teptotv padach PLH, kde doslo
Vv sowasné dob k odunteni stromového patra a préteni porostu.
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Aktivita celobiosidazy se vyraznv pribéhu teploty nemdnila a Zistavalaradow
stejnd pouze s mirnym snizenit ggplot kolem 20°C. Hodnoty jeji aktivity byly na mezi
stanovitelnosti metody, proto nelze jednaawaurcit vliv teploty na tento enzym.

Zmeny aktivity alanin-aminopeptidazy a leucin-aminopefizy v zavislosti na teplét
se pohybovaly v porovnanifsglukosidazou a fosfatdzou &@pgradow v nizSich hodnotach.
V obou gipadech dosahovaly tyto enzymy nejvyssi aktivitytgplot 0 az 5°C a s rostouci
teplotou jejich aktivita klesala. Lipson et al. 989 v pidé alpinské tundry objevili, Ze pokles
v mikrobialni biomase iip tani shu zpisobil uvolreni proteiri, které vyvolaly impuls ke
zvySeni aktivity protedz. Jinak byla aktivitahto enzyni siln¢ limitovana substratem. Podle
Enowashu et al. (2009) doch&zi ke ¢mdm aktivity protedz v zavislosti na dostupnosti
substratu a obdobi o&tu padnich vzork (podzim; jaro). Niemi et al. (2007 ¥gupokladaji,
Ze vySSi aktivita &hto dvou enzyrin v kvétnu miZe souviset se zdrojem substratu
z podzimniho jehtii. Je také mozné, Ze jsou tyto enzymy adaptovanéizei teploty.
Mikroorganismy adaptované na nizké teploty mohou radil od mezofilnich
mikroorganisnd produkovat enzymy katalyzujici reakceri pnizkych teplotach diky
prizpusobeni jejich chemické struktury (Gerday et al.97)9 Aktivatni energie dchto
enzymu je v porovnani s enzymy mezofilnimi nizsi.

Existuje mnoho praci zkoumajicich vliv teplotymérobialni teplotu, ale s odliSnymi
vysledky. Také Vagk (2008) ve své praci sledoval zavislost minergéhiZarychlosti na
dekompozini teplot bez pifikaznych vysledk. Vliv teploty na aktivitu fenolickych enzyin
v padach nasich vyzkumnych ploch nebyl zjistani v praci Applové (2010). \Vekolika
pracich byly potvrzeny nezanedbatelné mikrobialkiively spojené s femenami pidni
organické hmoty i teplotach blizkych 0°C (Skopcovéa and Sagkova, 2006; Vaik, 2008;
Applova, 2010). Podle vyzkumu Saitkové et al. (2006) je dekompozice opadu
ovliviiovana pedevsim jeho kvalitou, nez-li vlivem teploty.

Teplotni zavislost extracelularnich enzyrse v ptibéhu sezény réni v zavislosti na
ro¢nim obdobi, ve kterém jeigda odebirana a analyzovana (Baum et al., 2003;dfeztral.
2005). Napiklad aktivita fosfatazyp-glukosidazy a proteazy byla 2-3 krat vyssi v Oebd
pudy na j&e oproti podzimu (Sardans and Pefiuelas, 2005).08yskémech ve igdomdi
byla nangiena vysoka aktivita enzyimna jae v souvislosti s nejaktigBsim ristem rostlin
a mikrobialni aktivitou (Garcia et al.,, 2002), ajgdzim byl dalSim enzymaticky
nejaktivrejSim  obdobim roku wthto ekosystémech. OdliSnd sezoénni aktivita
extracelularnich enzyinmize byt vys¥étlena tim, Ze se #éieny enzymaticky pool sklada

v pribéhu sezény ziiznych isoenzyrin (enzymy se stejnou funkci, ale odliSnou struktirou
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Ty mohou byt produkovanyaznymi druhy organisiin nebo pouze jednim druhem, ktery je
schopny produkovat rozmanité isoenzymy (Lovelanal.et1994).

Proto by bylo vhodné odebrafigni vzorky také v teplejSim obdobi roku a pedin
v nich aktivitu sledovanych enzym Aktivita enzymi bude také ovliitovana rozvojem
odliSného mikrobialniho spalenstva v pibéhu roku. OdliSna teplotni citlivost enzynmuze
byt diky rozditim v aktiva&ni energii (Wallenstein et al., 2011). Na druh@mstiSinsabaugh
et al. (2008) pedpokladaji, Ze extracelularni enzymy rychle odgajiina impulzni udélosti
ve vlhkosti, teplat nebo dostupnosti Zivin a Ze vzorkovani mnohokefeln jedné istove

sezony nemusi zachytit plnou sezénni dynamiku enggnaktivity.
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6. Zavwr

Cilem prace bylo zkoumani rozilil aktivit¢ vybranych extracelularnich enzym

v padnich horizontech povodi Plesnéhdartova jezera. Dal$imi cili bylo objasri vlivu

druhu podrostuAvenella flexuosa, Vaccinium myrtiljJua opadu Ricea abie¥ a stanoveni

vlivu teploty na aktivitu enzyiinv pidach povodi PleSného jezera.

V pudnich horizontech povodi PleSného jezera byladhama celkow vySSi aktivita
extracelularnich enzyinoproti pidamCertova jezera. Na zakladohoto zjiséni bylo
potvrzeno ¢ekavané zvySeni aktivity enzyimv padach povodi PleSného jezera
v souvislosti se zemou vegetaniho krytu. V obou fipadech byla aktivita #tena

v padnich horizontech pod podrostem midji (Avenella flexuoga

Pod podrostem metky (Avenella flexuogabyla nangiena vysSi enzymové aktivita
v porovnani sgpdnimi horizonty pod podrostem hiei (Vaccinium myrtilluy

a opadem jehdi (Picea abies

Arrheniovska teplotni zavislost byla prokazana moymo aktivitu -glukosidazy
a fosfomonoesterazy. Aktivita proteaz s teplotoesila. Na zakladtéchto vysledk

bylo podpdeno jencasté€né ocekavané zvySeni aktivity enzyimv souvislosti se
zvySenim teploty vidach povodi PleSného jezera. Tim s&enzarové potvrzovat

vySSi vliv chemického sloZeni opadutalp oproti vlivu teploty.

Na zaklad ziskanych vysledk této prace je vigt, Ze jsou chemické a biologické
procesy v pdach povodi PleSného jezera vyznénuovlivnény v disledku zrgny
veget&niho krytu s pevladajicim zastoupenim trav oprotivodnimu smrkovému

porostu.
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8. Prilohy

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
B-glukosidaza O 3,14 16,63 17,39 24,40 30,62 50,43
(2,98) (1,12) (5,39) (13,85)  (6,56) (10,83)
B-glukosidaza A1l 9,28 11,28 11,08 13,85 18,43 32,88
(1,89) (2,57) (1,10) (3,51) (6,16) (4,72)
B-glukosidaza A2 5,10 6,91 6,78 9,93 8,79 18,91
(2,34) (3,15) (2,43) (4,96) (5,20) (5,26)

Priloha la.Primerna aktivitag-glukosidazy v opadovém (O) (0-2 cm), humusovdm(@As
cm) a hlubSim humusovém (A2) (5-10 cm) horizonfdy phorni vyzkumné plochy povodi
PleSného (PLH) jezera v zavislosti na tepl@t = 3, v zavorkach jsou uvedenyeésatatné

odchylky).

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
Celobiosidaza O 1,83 1,66 1,25 1,11 0,78 1,76
(0,37) (0,58) (1,19) (0,41) (0,41) (0,53)
Celobiosidaza Al 2,13 2,17 1,59 1,21 0,81 1,40
(0,44) (0,42) (0,29) (0,24) (0,76) (0,17)
Celobiosidaza A2 1,55 1,59 1,24 0,97 0,60 0,89
(0,70) (0,74) (0,40) (0,40) (0,39) (0,20)

Piiloha 1b.Primernd aktivita celobiosidazy v opadovém (O) (0-2,dmmusovém (Al) (2-5
cm) a hlubSim humusovém (A2) (5-10 cm) horizonfdy phorni vyzkumné plochy povodi
PleSného (PLH) jezera v zavislosti na tepl@i = 3, v zavorkach jsou uvedenyeésatatné

odchylky).

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
Ala-aminopeptiddza O 13,95 13,47 11,25 7,59 6,02 7,23
(1,67) (0,36) (3,00) (1,22) (1,16) (2,29)
Ala-aminopeptidaza A1l 13,82 11,91 9,65 5,86 2,29 4,97
(5,60) (2,08) (2,38) (2,19) (3,14) (1,66)
Ala-aminopeptidaza A2 9,26 9,99 6,58 3,94 3,20 2,83
(3,91) (4,15) (1,75) (1,75) (0,84) (2,45)

Priloha 1c. Prumerna aktivita alanin-aminopeptidazy v opadovém (@jizontu (0-2 cm),
humusovém (A1) (2-5 cm) a hlubSim humusovém hauniz@®) (5-10 cm) fdy horni
vyzkumné plochy povodi PleSného (PLH) jezera slodi na teplat (n = 3, v zavorkach
jsou uvedeny s¢rodatné odchylky).
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0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C

Leu-aminopeptidaza O 14,10 12,59 9,03 7,02 4,54 4,65
(2,32) (1,61) (2,73) (1,86) (1,47) (1,45)
Leu-aminopeptidaza Al 15,59 12,12 8,18 5,75 1,76 2,84
(4,41) (3,96) (1,03) (1,84) (2,73) (1,49)
Leu-aminopeptidaza A2 10,13 10,96 5,87 3,59 2,54 1,47

(3,71) (5,30) (1,02) 1,73)  (1,07) (2,34)

Priloha 1d. Pramerna aktivita leucin-aminopeptidazy v opadovém (@jizontu (0-2 cm),
humusovém (Al) (2-5 cm) a hlubSim humusovém hauiz@®) (5-10 cm) fdy horni
vyzkumné plochy povodi PleSného (PLH) jezera slodi na teplat (n = 3, v zavorkach
jsou uvedeny s¢énodatné odchylky).

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
Fosfomonoesteraza O 75,75 83,04 77,97 90,60 131,43 216,55
(33,31) (16,34)  (36,36) (41,30)  (32,66) (41,53)

Fosfomonoesteraza A1 23,96 28,07 35,85 43,94 43,35 114,91
(15,87)  (17,38)  (19,36) (30,94)  (31,41) (59,33)

Fosfomonoesteraza A2 18,00 27,16 25,38 30,47 30,39 75,48
(13,49)  (20,24) (8,30) (11,20) (8,37) (18,39)

Priloha 1le.Prumerna aktivita fosfomonoesterdzy v opadovém (O) ¢@a2 humusovém (Al)
(2-5 cm) a hlubSim humusovém (A2) (5-10 cm) honizopidy horni vyzkumné plochy
povodi PleSného (PLH) jezera v zavislosti na teplpt = 3, v zavorkach jsou uvedeny
smerodatné odchylky).
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