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Anotace

The aim of the study was to determine the activityphenoloxidases and peroxidases in
three dominating litter sample¥gccinium myrtillus, Calamagrostis villosa and Picea abies)
from Plesné andertovo lake watersheds.

High activity of lignin-degrading enzymes was dételdn litter incubated at 0°C. Activity of
enzymes was in general higher at 10°C but theréifiee was not significant compared to 0°C. In
PlesSné Lake watershed high amount of phenolic comg® negatively influenced the activity of
enzymes compared tOertovo Lake watershed, where the effect of phenatimpounds was
opposite. The highest activities of the enzymeseweund in theCalamagrostis villosa litter
from Pledné Lake watershed and in the litter ofispmeedles fror@ertovo lake watershed.
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1. Uvod

V druhé polovig 20. stoleti vlivem vysokych atmosférickych depogi@novych (S&)

a dusknanovych (NG) anionfi dochéazelo ve ®dni Evrog kvyrazné acidifikaci fd
smrkovych horskych lés(Kop&ek and Vesely, 2005). K podobnému jevu doSlo takédach
Sumavského smrkového lesa. Se zvySenou acidifilkacivisi uvohovani a vyplavovani
bazickych kationt (C&*, K*, Mg®") a toxickych forem Al* (Pawlowski, 1997). Po sniZeni
depozic v devadesatych letech 20. stoleti dolsnikeeni mnoZstvi vyplavovanych $Canionfi
(Prechtel et al., 2001), ovSem vyplavovanid\Ni© stale na vysoké arovni. Ze Sumavskycli ks
tedy stale vyplavujiwlezité Ziviny.

Rostlinnou dominantu Sumavy ttfopiredevsim smrkové monokulturni porosty. Vlivem
vyplavovani esencialnich Zivin d@gobenim dalich faktbjako je vysoka toxicita Al ionti se
smrkové lesy Sumavy stavaji nachyliimi a celko¥ se oslabuji. Vfipadt smrkového lesa
v povodi PleSného jezera se toto oslabeni projekilmvcovou kalamitou, ktera se zvolna
rozSkuje i do smrkovych lesv povodiCertova jezera. Po odueni lesa dochazi ke zvyseni
spadu smrkového jekili proswtlovani ploch a zdistani podrostem, ve kteréméehto povodich
dominuje kapradi, béwr¢i a travy (pevazr titina chloupkata@alamagrostis villosa) a metléka
kiivolaka (Avenella flexuosa)). Dochazi tak ke zemé v kvalit¢ opadu, ktera se projevi v rozdilné
rychlosti dekompozice.

Tato prace studuje rychlost rozkladu dominantnichnid opadu smrkového lesa v povodi
Plesného &ertova jezera, sledovanim aktivity hlavnich lignjtickych enzyni (fenoloxidaz a

peroxidaz) v zavislosti na pateinim sloZeni opadu a teptot

Hypotézy:

* Opad s vysSim obsahem ligninu/fenolickych latekebondt vysSi aktivitu ligninolytickych
enzymi.

» Aktivita ligninolytickych enzynii se bude v gib¢hu inkubace opadu zvySovat.

* P¥i vysSi inkubani teplot bude aktivita ligninolytickych enzyinvyssi.



2. Literarni reSersSe

2.1. SloZeni rostlinného opadu

Mezi nejvice zastoupené prvky v rostlinné sa$ati uhlik (45%), kyslik (45%), vodik
(6%) a dusik (1,5%). Ze suché hmotnostdstavuje cca 45% celuloza, daleitva0% lignin,
18% hemicelul6za, 8% proteiny, 5% cukry a Skrol¥g, tRky a vosky.

V opadech smrkového lesa jsou spolu s ligninem eleévmfe zastoupeny i fenolické
latky. Vznikaji jako sekundarni metabolity rostlimé¢li se do dvou zakladnich skupin:
nizkomolekularni, ve vad rozpustné (derivaty benzenu, kyseliny benzooveéprichve,
flavonoidy, antokyany, kumariny) a vysokomolekularne vod nerozpustné fisloviny a
lignin). Obsah fenolickych latek se u jednotlivychiuhi opadi zasadw liSi. Mezi opady
s vysokym obsahem fenolickych latek isali zastupci s obsahem fenolickych latek nad 23 %
(Brady and Weil, 2002). Vysoky obsah fenolickychekama smrkové jehli a listy bofivky
(Vaccinium myrtillus). U smrkového jehdii je z fenolickych latek nejvice zastoupen lignin,
kdeZto u baiv¢i spiSe nizkomolekularni fenolické latky. Travgdime obech mezi druhy
s nizkym obsahem fenolickych latek.

Lignin je nejroz&ensjSim zastupcem vysokomolekularnich polyfenolickyatek. Jeho
molekulova hmotnost se pohybuje od deseti tisicvipe nez milion g/mol (Killham, 1994).
Zajistuje wtSi pevnost sekundarni biimé sény, pledevSim vodivych a podmych pletiv.
Nalezneme ho ale i v primarni bitné s&éné (Prochazka et al., 1998), kde se uklada do
mikrokapilarnich prostor (Votrubova, 1996). V rastl funguje jako vyztuz pro celulézu a
hemicelulozu, jejichz viakna jsouébem dekompozice uvitbvana a mohou byt napadana
celulolytickymi organismy (Killham, 1994).

Struktura ligninu je velice sloZita. Obecie zalozena na phenylpropanoidni jednotce,
ktera se sklada z aromatického jadrartiahtikateho vedlejSiho fettzce. Pomr zakladnich
stavebnich jednotek byva drulospecificky (Paul and Clark, 1996; Votrubova, 19Rénowicz
et al., 1999).
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Obr. 1: Model struktury ligninu gkkého deva (Leonowicz et al., 1999)

2.2. Faktory ovliv nujici dekompozici rostlinného opadu

Pri dekompozici rostlinného opadu hrajeckivou roli jeho poateini slozeni (Berg, 2000;
Codteaux et al., 1995). Jednotlivé slozky rostlimmépadu se nerozkladaji zaréve se stejnou
intenzitou. Pokud jsouifiomny snadno dostupné latky (cukry, Skrob, jedmbéuproteiny),
probihd dekompozice v pateinich fazich velice rychle. V poggich fazich je dekompozice
vyrazre pomalejsi, jelikoz se rozkladaji vysokomolekuldétky, jako jsou polyfenolické latky a
lignin (Paul and Clark, 1996).

2.2.1. Vliv sloZeni opadu

s

Z hlediska slozeni je nejtkzitéjSi ponerné zastoupeni dusiku, fosforu a fenolickych
latek. Zastoupeni vSeckchto latek se dhem rozkladu opadu &ni: koncentrace dusiku i fosforu

v opadu se v m@béhu dekompozice zvySuje (Berg and Laskowski, 200&jnHlainen and



Holopainen, 2002). V p@tetnich stadiich dekompozice opadu byva dusik i fosfmbilizovan
v novych mikrobiélnich bitk&ch, zatimco uhlik je prodychan az naC®proto se posny C:N
a C:P snizuji (Berg and Laskowski, 2006; Hyvonealgt2000; Agren et al., 2001). Po prvni fazi
rozkladu (12 — 18 ®siai) nasleduje obdobi poklesu obsahu dusiku a fosfbato znéna je
spojovana s posunem spi#astva mikroorganisin limitovaného nedostatkem Zivin ke
spoleé&enstvu limitovanému nedostatkem energie (Staaf))198

Novgjsi studie dale ukazuji, Zze mnozstvi N a P spohle(souviseji a spataé pisobi na

aktivitu mikrobialniho spokenstva, které opad rozklada (Amador and Jones,)1993

2.2.2. Vliv pom éru C:N

Pomer C:N se v rostlinnych pletivech pohybuje od 1021ke600:1. Hodnota po#énu C:N
30 byva oznéovana jako kritickd hodnota. To znamena, Ze v omadys8Sim porrem C:N nez
30 je dusiku nedostatek. Pokud je tento gromopadu nizsi nez 30, ibe dojit k vyplavovani
dusiku (Brady and Weil, 2002). Tuto hypotézu vSaksvé praci vyvraceji Moore et al. (2006).
Zjistili, Ze obec® udavana kritickd hodnota zastoupeni dusiku, 3Brady and Weil, 2002),
neplati vzdy; kritické hodnoty C:N jsou variabilaizavisi na typu opadu: u ogad vysokym
zastoupenim ligninu jsou vySSi nez v opadech symizkbsahem. To znamena, Ze na rozklad
opadu s vysSSim zastoupenim fenolickych latek jergbat mén dusiku, #ejmé vlivem
specifického adaptovaného mikrobialniho spetestva (Barta, astni Séni). Neprokazalo se, ze
by se dusik na rozdil od fosforii pysokém mnoZstvi ztracel &mizkém byl zadrzovan (Moore
et al., 2006).

Biomasa ¥tSiny hub a bakterii ma pamC:N od 12:1 do 10:1 (Griffin, 1972). Rozdil
mezi obsahem dusiku v opadu a mikrobialni biomasgenindikovat nadbytek nebo deficit v
potraw, ktery mize vést k silné kompeticidgpnich saprofytickych mikroorganigmo tento
prvek. V disledku to niZze vést k celkovému zpomaleni dekompozice (Bradly \&eil, 2002).
Houby obecd maji ve své biomase dusiku ntérez bakterie, a tak ho i m€nyzaduji v potray
(Griffin, 1972). Byly popsany druhy hub, které jsadiaptovany na rozklad opad velmi nizkym
obsahem dusiku, coz je oproti ostatnim dratzvyhodiuje (Griffin, 1972).

Pomér C:N opadi smrku a rostlinnych drdhpodrostu se liSi. Pofn C:N smrkového
jehli¢i (Picea abies) se pohybuje mezi 30:1 a 50:1 (Lorenz et al., 200Qehlic smrku¢erného

(Picea mariana) byl uren pomér az k 68:1, u opadu kapradhasivka orki, Pteridium



aquilinum) 53:1 a travy (kosava, Festuca halii) 62:1 (Moore et al., 2006). U listbonivky
(Vaccinium myrtillus) je tento porir 22 — 24:1 (Gallet and Lebreton, 1995).

2.2.3. Vliv fosforu v rostlinném opadu

U fosforu, steji jako u pongru C:N, neexistuje jednotny nézor na jeho vlidi p
dekompozici opadu. Podle Paula a Clarka (1996)gfof obech v biologickych systémech
dominantnim prvkem, ktery kontroluje imobilizaci &€ N. Naopak McGroddy et al. (2004)
nenasli souvislost mezi rychlosti rozkladu opaduarezstvim fosforu v organické hngalv pade
nizinného tropického lesa). Moore et al. (20063tege jako u pordru C:N zabyvali stanovenim
kritickych hodnot poraru C:P. Zjistili, Ze uvalovani fosforu a pogr C:P na z&itku rozkladu je
vice variabilni nez u dusiku a zavisi na typu opaca poéate&nim mnozstvi fosforu v opadu.
Také kritické hodnoty potmu C:P se réni v zavislosti na typu opadu. Zatimco Moore et al.
(2006) uvadeji jako kritickou hodnotu péra C:P 700:1, Sanitkova (2001) udava, Ze
k imobilizaci fosforu dochéazi, pokud je pénC:P ¥tSi nez 300:1, a k mineralizaci a naslednému
vyplavovani, pokud je tento pa@mmensi nez 200:1.

Pomery C:P opad rostlinnych drufh podobnych zkoumanym driim smrkového lesa
jsou vysSi nez tyto hodnoty. PémC:P opadu hasivky odi (Pteridium aquilinum) je 702:1,
travy (kostava,Festuca halii) 755:1 a jehlic smrkderného Picea mariana) 627:1 (Moore et al.,
2006).

2.2.4. Vliv fenolickych latek v rostlinném opadu

Lignin je jedna z nejiire rozlozitelnych slozek rostlinné nekromasy, a épréna kili
své slozité strukiie. VySSi koncentrace ligninu v opadu zpomaluje dgkueici (Preston and
Trofymow, 2000; Berg, 2000). Vliv ligninu na dekoogici rostlinné organické hmoty neni po
celou dobu rozkladu stejny, vyznaisi je v jeji druhé fazi (Berg, 2000; Rutiglianoatt, 1996),
kdy jsou vyerpany snadno rozlozitelné organické latkyed®o dekompozice ligninu e
probihat hned v prvnich fazich rozkladu opadu (@atno et al., 1996).

V prvnich fazich dekompozice se v opadu k&visniZzuje mnozstvi tanina ostatnich
nizkomolekularnich fenolickych latek.tBodem niize byt vyplavovani (Schofield et al., 1998),

ale i znény chemické struktury latek v opadu — z fenolick{atek vznikaji jiné, podolinslozite,



latky (Gallet and Lebreton, 1995). Relativni zagteni fenolickych latek se takéeni z divodu
rozkladu ostatni hmoty (Gallet and Lebreton, 1995).

Jednim z rétitek zastoupeni a dekompozice ligninu v opadu jengoolignin:N. Se
zvysujicim se pogrem lignin:N ¢istd mineralizace dusiku v lesnich ekosystémechleyklesa.

Tento pondr je dobrym prediktorem mineralizace dusiku v leg@cott and Binkley, 1997).

2.2.4. Vliv depozic dusiku

Do prostedi se z atmosféry dostava dusik htawe forme amoniaku, a nitrét jako
kyselina dusina. Ta zfisobuje okyselovanigaly, vytsiovani bazickych katiofta oslabovani
porosfi (Brady and Weil, 2002).

Pfi posuzovani vlivu na respiraci mikroorganisne nejdilezit¢jSi vyvazenost fisunu
dusiku a uhliku. Proto také depozice dusiku migjn® nejwtsi vliv na zvySeni mikrobialni
aktivity tam, kde je nadbytek labilniho uhliku (Ma@nand Chapin, 2001).

Vysledek interakce mikrobialni aktivity a depoziasitku vSak #ejmé zalezi na vice
faktorech: na obsahu ligninu v ekosystému, ve ktesé opad rozklada (Waldrop et al., 2004), na
form¢ dodavaného dusiku (Lucas et al., 2007; Niladed Brema, 2008), na jeho mnoZstvi
(Waldrop et al., 2004) a na vlastnostedidm organické hmoty (Vance and Chapin, 2001).
Binkley a Hogberg (1997) tvrdi, Zetigavky dusiku maji tak vyznamny vliv na dekompozici
organické hmoty, Ze pokud n&ame dusik, zadna jinarigana Zivina nema odpovidajici
odezvu. Vtomto fipad ziejmé plati, Ze kazda Zivina se ude stat v fipa nedostatku
limitujici (Amador and Jones, 1993).

VySe zmirgné faktory mohou bytidrodem, pré se v hodnoceni vlivu zvySenych depozic
dusiku na rozklad organické hmotyzni autdi ptiliS neshoduji. Amador a Jones (1993) zjistili,
Ze pidavek amoniaku v jakémkoli mnozstvi snizujedpi respiraci, fcemz¢cim etSi mnozstvi
amoniaku bylo fidavano, tim ¥si atlum byl pozorovan. Vystlenim miZe byt vliv asimilace
amonného dusiku,ipkterém se snizuje pHaply. Agren et al. (2001) dodavaji, Z&idavek
dusiku snizujetrstovou rychlost rozklad#é. Mikrobialni aktivita vSak vysitluje zmeny v cyklu
dusiku vice nez mikrobialni biomasa (Vance and Cha®01).

Na produkci ligninolytickych enzyihvSak maji depozice dusiku negativni vliv, protoze
tyto enzymy jsou produkovanygvazre houbami, jejichz aktivni biomasa je sniZzovat@avky



dusiku (Frey et al., 2004; Berg, 2000), a protoizkamolekularni dusikaté sléeniny (NH;")
omezuji tvorbu ligninolytickych enzyfmékterymi druhy hub (Keyser et al.,1978).

Depozice nitrdt navic snizuji pH fidy. Zatimco gkteré druhy hub jsou i vysSi
kyselosti odolnég, jiné mohou byt takovymi podminkg@otlaceny (Hawker, 1950). Tento vliv ale
Amador a Jones (1993) popiraji a udavaji, Zze rpadppH jsou ilis malé, aby byly fi¢inou
Gtlumu. Nadbytek dusiku podle nich stimuluje mikédbi procesy, které amoniak
spofebovavaiji, jako je autotrofni nitrifikace.

2.2.5. Vliv teploty

Teplota midy je do znané miry ovlivrena gitomnostici nepiitomnosti vegetace, vihkosti
pudy a hloubkou, ve které je dgfena. Povrch {dy (opadova vrstva) se obeécwyznauje
nejwtSim kolisanim teplot. Rozdily mezi teplotami namebu pidy v rdmci jednoho dne mohou
byt v mirném klimatu az 35°C (Griffin, 1972). Vyamaou roli zde hraje zastini.

Mikroorganismy se liSi rozmezim teplot, ve kteréih ¥zhledem k horskym podminkam
na Sumav, se da pedpokladat vyskyt pouze mezofilnich nebo psychmaghh mikroorganisri.
Ty mohou fist v pid¢ i pii teplotach nizsich nez 0°C diky tomu, Ze bod mtzpidniho roztoku
je v praméru okolo —5°C (to je ziwsobeno koncentraci soli viginim roztoku a vazbou vody na
povrchu pevnychtastic), (Santickova, 2001) a tvorb protektivnich enzyrn, které umouiji
biologickou funkci i @i nizkych teplotach (Panicker et al., 2006).

Teplota vyznam& ovliviiuje biologickou aktivitu mikroorganisim tedy i produkci
extracelularnich enzyin hub a rychlost rozkladu fevni hmoty. Aktivita ligninolytickych,
celulolytickych a hemicelulolytickych enzyimse zvySuje s rostouci teplotou presti. Jakmile
vSak teplota fesahne optimum, aktivita se sniZzuje (Ceylan et24lQ8; Niladevi and Prema,
2008; Baborova et al., 2006). Teplotni podminkystadijnich plochach vSak optimalni teploty
vétSiny ligninolytickych hub nefekratuji ani nedosahuiji.

Teplota, pogipac klimatické podminky, a kvalita opadu (zastoupemidiickych latek)
jsou dva hlavni faktory ovliwijici rychlost rozkladu rostlinného opadu. Rozkégmhdu ma d¥
faze. Prvni, Bhem niz jsou rozkladanyigdevsim snadno rozlozitelné gasti, a druhou, kdy
jsou snadno dostupné zdroje enerdgevazigé vycerpany a nastupuje rozkladie rozlozitelnych
slowenin. Rychlost rozkladu v obogchto fazich je ovliiovana tiznou nérou olma faktory.

Berg (2000) tvrdil, Ze v prvni fazi ma&wi vliv klima. K tomu se fklanéji Lorenz et al. (2000),



ktefi zaznamenali v prvni fazi rozkladu smrkoveho opadlky vliv podnebi. Pozgji Berg a

Laskowski (2006) toto popiraji a prohlaSuji, Zeridtické faktory nemaji v prvni fazi vliv.

2.3. Vyplavovani zivin z povodi

Z pady se vyplavuje organicky uhlik, amoniak, nitrahjjnité kationty, haéecnaté a
vapenaté kationty, sira a fosfor.

Z dusikatych slotenin se vyplavuji fedevsim nitraty a amoniak. Vyplavovani nitrat
souvisi s mineralizaci dusiku, obhosp@yanim mdy: holoséné vykaceni snizuje asimilaci a
zvySuje odnos (Sariitkova, 2001; Brady and Weil, 2002), n¥épak s pidavkem dusiku z
atmosfeérickych depozic a hnojeni (Andersson et241Q2). Podle Cortiny et al. (1995) nema
vyplavovani dusiku vzdy sezénni charakter, ale siggedevSim na f@ibéhu srdZzek. Zatimco
nitraty se vyplavovaly po celou dobu sledovatiblgné stejnou ndrou, organicky dusik a
amonneé ionty se vyplavovaly nejvice v letnim obd®yiplavovani nitrai zvySuje odnos dalSich
kationti, hlavrs C&* a Mg (Brady and Weil, 2002).

Také fosfor se vyplavuje v organické rozpgngt podob (DOP). Jeho mobilita zavisi na
nékolika faktorech: na obsahu jilovyctastic (v jilovitych midach je vice zadrzovan), na
aniontové vyminné kapacé (vyplavuje se vfdach s nizsi kapacitou), na pH (je zadrzovan
v padach s velmi nizkym a vysokym pH) a na kwaptidni organické hmoty (Brady and Well,
2002). Bylo zjis¢no, Ze v povodi PleSného jezera je fosfor maisina je vice vyplavovan nez
v povodi Certova jezera. Krot geologickych porr maZe k tomuto jevu vyznangnprispst
mikrobialni transformace fosforu v povodi PleSnéleaera a jeho enzymatickd hydrolyza
(Santfickova et al., 2004).

DalSimi latkami, o které je opad ochuzovan, jsouvee: rozpustné nizkomolekularni
fenolické latky (Schofield et al., 1998; Gallet ahd@breton, 1995). U jeRli mize byt

vyplavovani omezenaorfpomnosti odolné kutikuly (Gallet and Lebreton, 329

2.4. Mikroorganismy rozkladajici fenolické latky a jejich ligninolyticky
enzymaticky aparat

Dominantnimi dekompozitory fenolickych latek jsowuy (Paul and Clark, 1996).

Houby jsou schopny vyuzit fenolicke latky jako zdubliku. Bakterie maji vzhledem k vysokeé



koncentraci uhliku ve fenolickych latkach tuto sgshost omezenou (Souto et al., 2000). Houby
rozkladajici lignin lze, podle barvy ko¥reého produktu rozkladu, roZlit do ti skupin: ,white

rot Fungi“ (WR houby; produktem rozkladu je bildutéza), ,brown rot Fungi“ (BR houby;
produktem rozkladu jsou Bdé fenolické latky) a ,soft rot Fungi“ (SR houbygBriffin, 1994).

WR houby jsou asi jako jediné schopné komgleatmneralizovat lignin. P&t mezi r¢
zastupci tidy Basidiomycetes a reékolik zastupé tiidy Ascomycetes. Mezi WR houby mzeme
dalefadit nagiklad rodyGanoderma, Trametes a Phellinus (Killham, 1994).

Fenolické latky jsou vifrodk rozkladany extracelularnimi enzymy, z nichz jsou
nejdilezit¢jSi fenoloxidazy a peroxidazy. Jednotlivé druhy hsdo liSi druhy enzyfy které
produkuji. VSechny enzymy produkované WR houbarairtzzalit do tti kategorii. Do prvni
kategorie zahrnujeme enzymy rozkladajici celuldmmicelul6zu i lignin. Do rozkladu ligninu
se zapojuji fenoloxidazy, mezéhseradi lignin peroxidaza (LiP; EC 1.11.1.14), Mn-pedaza
(MnP; EC 1.11.1.13), lakdza (LAC; EC 1.10.3.2), Hperoxiddza (HLP; EC 1.11.1.7), a
dioxygenazy. Do druhé kategortadime enzymy, které spolupracujiiegeslymi enzymy, ale
nejsou schopné lignin rozkladat samy o&okvori je predevsim superoxid dismutaza a glyoxal
oxidaza. Enzymy zeti kategorie hraji kovou roli v kombinovani metabolickycketézca
béhem rozkladu tkva a pat mezi r¢ naggiklad arylalkohol oxidazy (Leonowicz et al., 1999).

Lignin peroxidaza (EC 1.11.1.14) je extracelulaemzym vyZadujici peroxid vodiku
(Griffin, 1994). Katalyzuje &kolik oxidaci vedlejSich uhlovodikovydetzchi, S€pi vazby mezi
uhliky ve vedlejSichretézcich ligninu, Stpi aromaticka jadra, oxiduje benzylalkoholy na
aldehydy. Mn-peroxidaza (EC 1.11.1.13) je rémavisla na itomosti peroxidu vodiku a navic
vyZaduje pitomnost manganatych katidgint

BR houby rozkladaji hlavncelulézu, hemicelulézy a v omezenéieniignin. Jsou to
jedinci #idy Basidiomycetes. napConiophora puteana (Venaldinen et al., 2004), dale rody
Fomotopsis, Postia a Gloeophyllus (Killham, 1994). Rzné schopnosti rozkladu ligninu maji SR
houby, které najdeme tidach Ascomycetes a Deuteromycetes (Griffin, 1994).

Jen menSi mnozZstvi specializovanych drubakterii v @mdé je schopno rozkladat
komplexni, &Zko rozlozitelné latky. Mezi épati druhy, které produkuji hydrolytické enzymy,
pusobici i rozkladu ligninu nebo i tanin nagiklad rodyBacillus, Pseudomonas a Clostridium
(Killham, 1994). Jiné bakterie mohou hrat vyznammoli v mineralizaci produki rozkladu
houbami (Ruttimann et al., 1991).
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3. Material a metody

3.1. Studijni plochy

Studované lokality se nalézaji na uzemi Narodnitukyp Sumava. Sumava pamezi
nejstarsi a nejrozsahlejsi pdhwe stedni Evrog. Vznikla v tetihorach p alpinském vraseni.
Z geologického hlediska Sumavskou oblast budujié giteménéné horniny a hlubinné vyeliny
moldanubika a moldanubického plutonu. Uplgi se zde vesis substraty kyselé,ipdevsim
pararuly, migmatity, granitoidy a svory (Lozek, 200 Klimaticky paifi Sumava do oblasti
chladné - rozklada se Ygrhodném sedoevropském klimatu mirného pasma. Upldtse zde
vlivy jak klimatu oceanského, tak i kontinentalnih®eplota fidy v roce 2001 a 2002 se
pohybovala kolem 0°C v zigma mezi 10 a 12°C v &tNejnizsi pimérné rani srazkyeini 800 -
900 mm na severovychodnich Ztmych svazich oblasti (ta je také o ca 0,5 - 0,&@ejSi proti
centralni¢asti) a maxima 1550 mm dosahuji srazky pavstii podél statni hranice. Sumava
nalezi do regionu horskych podi&osubregionem, ve kterém mezi doprovodnymi sloZzkami
pievazuji hydromorfni jdy (PetruS and Neuhauslova, 2001). Nejvyzng&imi padnimi
jednotkami zde tedy jsou: podZ®#todzol), hnéda pida kyseldCambisol) a reziva jada (Spodo-
dystric Cambisol), (klasifikace dleCGU, v zavorce FAO). Na Sum&se nachéazi celkem osm
jezer ledovcového twodu, z nichZ pt lezi na uzemiCeské republiky, jsou to jezera Plesné,
Certovo, Cerné, Prasilské a Lakard@lmstem mého vyzkumu byl rozklad OH v povodi jezer

Plesného & ertova.

3.1.1. Vyzkumn@ plocha Plesné jezero (PL)

PleSné jezero se nachazi v naéské vysce 1090 m.n.m.fimo pod vrcholem Plechy
(1378 m n.m.). Povodi PL pokryva plochu 66,7 &t plochy 7,5 ha jezera samotného
(Svambera, 1939, in Kopék et al., 2002, a). Skalni podloZi tivgranit (Vesely, 1994). Zhruba
90% povodi PL pokryva asi 150 let stary smrko -duykles s minoritni imési jasanu. ¥Sinou
setadi pidy v povodi PL do kategorie kyselych podzdProfil je tva@en opadovou vrstvou O,
svrchnim organickym horizontem A (nebo také humysdvhorizont), ochuzenym Sedavym E

horizontem, pod nimz se nachazi obohaceny rezadghrorizont B (Kopé&ek et al., 2002, a).
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3.1.2. Vyzkumna plocha Certovo jezero (CT)

Certovo jezero se nachazi v nadsie vysce 1030 m n.m., na Gpati Jezerni hory (#8343
n.m.). PovodiCertova jezera pokryva plochu 87,5 hgetns plochy jezera 10,3 ha. (Svambera,
1939, in Kopéek et al., 2002, a). Skalni podloZi jezeraritwsyvor (muskoviticka rula), s intruzi
kiemence (Vesely, 1994). V smsnosti je okoliCertova jezera zalegno 90 - 150ti letym
sekundarnim smrkovym porostentigkou @imési jedle a buku. Povodi CT tkio reziva mda
(58%), podzol (21%) a organicky bohata nevyvirpitda (17%); (Kopéek et al., 2002, b).

3.2. Odbér materialu a zaloZeni pokusu

Na podzim roku 2007 byl odebran rostlinny opad ddominantnich rostlinnych drih
podrostu (travaCalamagrostis villosa a boiivka Vaccinium myrtillus) a opad smrkuRicea
abies). Opad byl uchovavan zmrazeny az do zaloZzeni pokysosinci 2007. Pro inkubaci byly
zvoleny d teploty: 0 a 10°C.

Laboratorni pokusy prahbly za konstantni vihkosti a teploty v labordtth Katedry
biologie ekosystéfPrirodowdecké fakulty Jihteské univerzity \Ceskych Budjovicich.

Opad byl po rozmrazeni naden na jednu hodinu do destilované vody a samotny
navazen po 20g do vzduchsit® uzaviratelnych inkukimich lahvi o objemu 1 L. Jebiibylo
nejdiive ostihdno z ¥tvi a pak naméeno. Inkubace probihala v inkubatorech za teplé 8

10°C. Od kazdé kombinace druhu opadu, teploty aliyikoyla zaloZenati opakovani.
3.3. Laboratorni analyzy

3.3.1. Pocéateéni a koncové analyzy opadu

Patateni meteni bylo provedeno z rozmraZzeného opadu a d&ehepo 70 dnech
inkubace. U koncového &tfeni byla zohledéna teplota, p které byl opad inkubovan.iéd
zaloZenim pokusbyl u kazdého opadu a povodi stanoven celkovylohbsiiku (Gor) a dusiku
(Nto7), extrahovatelného fosforu 4 a celkovych fenolickych latek. Na konci inkubamgd v
opadu uéen Gor a Nrot, obsah ve votlextrahovatelného uhliku a dusikugf& Nexr), obsah
ve studené vadextrahovatelného uhliku a dusikuc(fca New), obsah celkovych fenolickych

latek a obsah extrahovatelného fosforu v oxalagy).(P
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Stanoveni Gor, Nror
Celkovy C a N byl analyzovan v na vzduchu usuSefEme namletém opadu. Pro
uréeni Got a Nrot byl pouzit analyzator prdkNC ThermoQuest, Germany.

Stanoveni Gxt a Next

Pro ukeni ve vod extrahovatelného C a N byly z ogiagrovedeny studenovodné a
horkovodné vyluhy. K 3 g opadu bylgigggano 30 ml destilované vody a nechano 30 mifegét.
Pak byl vyluh slit, pefiltrovan a zmrazen. Mokry opad byl zalit 50 mktl®vané vody. Po 16
hodinach inkubace za teploty 79°C byl slitiafptrovan horkovodny vyluh a @&p zmraZzen pro
dalSi analyzu. U kazdého vzorku byla provedénapiakovani.

Celkovy C a N ve vodnich extraktech byly potéc¢gamy na TOC/TN analyzatoru
(SKALAR FORMACS HT).

Stanoveni reaktivniho fosforu v oxalatovém extraktuPox)

Extrakce byla provedena podle Cappa et al. (1987 g na vzduchu vysuSeného
nenamletého opadu bylaigano 20 ml extrakniho ¢inidla (rozpustilo se 16,1 g (COONH .
H,O a 10,9 g (COOH). 2H,0 ve 1000 ml destilované vody). U opadu tr&slamagrostis a
borivky bylo pouzito dvojnasobné mnozstvi exthaiho cinidla a ndedini bylo zohledtno i
vypostu koncentrace. Vzorky bylyigpany 120 minut ve ténpri konstantni teplat 20°C.
Extrakty a blank byly fefiltrovany ges skladany filtréni papir. Analyza byla provedena podle
Kop&ka et al. (2001): k 1 ml extraktu, standardu a klabylo gidano 6 ml destilované vody, 2
ml 0,125M (NH;)sM070,4 . 4H,0, 1 mi¢inidla B (0,53 g kyseliny askorbové bylo rozpinki ve
100 mi¢inidla A —Cinidlo A bylo piipraveno rozpughim 3 g (NH)sMo704 . 4H,0 a 0,0725 g
KSbO.GH40¢ Vv destilované vaod pridalo se 35,25 ml koncentrované30, a doplnilo do 500
ml destilovanou vodou). Po 30 minutach bylasgna absorbancgi®60 nm. U kazdého vzorku

byla provedenaitopakovani. Koncentrace vzorku byla ¢tbna z kalibrani kiivky.
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Vypocet mnozstvi reaktivniho fosforu v opadu:

Pox = (Absseo— A) /B) /s hg.g']

Abssso absorbanceipvinové délce 660 nm
A B faktory kalibr&ni kifivky
s susina [9.g]

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pro stanoveni dle Béarlochera a Gragy (2005) by¥poa vzduchu usuSeny umlety opad.
K asi 100 mg takto upraveného opadu byinlgno po 5 ml 70% acetonu. Po 1 hadaxtrakce
pri teplo& 4°C byly vzorky zcentrifugovany a bylo odebrano(qa ml supernatantu a dopho
destilovanou vodou na 1 ml. Kalildrd kiivka byla vytvdena z postuphnaedné taninové
kyseliny v 70% acetonu. DalSi postup byl shodnyyaorky i stanoveni pro vyt¥eni kalibr&ni
kiivky. Bylo ptidano po 5 ml 2% N#&£O;, 5 minut po zamichani bylofigano 0,5 micinidla
Folin-Ciocalteu a oft byly vzorky i stanoveni pro vytweni kalibr&ni kiivky zamichany. Po
120 minutach byla ztiiena absorbanceip/60 nm. Celkova koncentrace fenolickych latekabyl
stanovena na zakladkalibratni kiivky vytvoiené z tzné koncentrované taninové kyseliny. U
kazdého vzorku byla proveden& bpakovani. SuSina byla d¢ena navazenim a uUplnym

vysuSenim (14 hodin, 80°C) na vzduchu usu$enéhdet&imo opadu.

Zastoupeni fenolickych latek v 1 mg susiny
m = [(Abszeo—B) /Al /(2.s).100 [%)]

Abszgo absorbance vzorkutipr/inové délce 760 nm
A B prepaitavaci faktory kalibréni kiivky

2 pepaiet na 1 mg

s susina [9g

VSechny vysledky byly pomoci suSinjgpaiteny na jednotku hmotnosti suché hmoty opadu.
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Stanoveni susiny (s)

Sucha hmotnost (susSina) je bezrézné ¢islo, udavajici podil suchého rostlinného opadu
na hmotnosti 1 gerstvého vzorku. Obeémse utuje tak, Ze se necha vysusit opadiedem
zndmé hmotnosti do konstantni hmotnosti (14 ho80fC), a zvazi se. SuSina udava pom
hmotnosti po usuSeni &gal usuSenim vzorku.

SuSina pro vypeet aktivit enzyni byla stanovovana zaroves pipravou homogenatu
opadi. Homogenat, ktery byl fjpraven z navazeného mnoZzstvi opadiib{né 0,5 g), byl
prefiltrovan pges fedem zvazené filttai papiry. Ty byly vysuSeny i se zachycenym opadem
piedem zvazené hlinikové vazence do konstantni hratt(iet hodin pi 80°C). Po vychladnuti

byla vazenka s filtry a vzorkem éfrvazena.

Such& hmotnost opadts.

s=(m-m)/m
my hmotnost vazenky a filttaich papii [g]
M hmotnost vazenky a filtéaich papié po vysuSeni se suchym opadem [g]
m hmotnost navazeného vihkého opadu [g]

3.3.2. Stanoveni aktivit fenoloxidaz (PheOx) a pero  xidaz (PerOx)

Spektrofotometricka metoda stanoveni aktivit fermléz a peroxidaz podle Hendela et
al. (2005) je zaloZena na inkubaci vodniho homogeopadu v acetatovem pufru, ke kterému se
piidava aminokyselina L-DOPA. Ta slouzi jako subspéb fenoloxidazy a zaftfiomnosti
peroxidu vodiku pro fenoloxidazy i peroxidazy. Akta peroxidaz se dr ode&tenim aktivity
fenoloxidaz.

Pro gipravu homogenatu opadu ve ¥obylo odebirano po 0,5 g s$sného vzorku
opadu, se zaznamenanitegné hmotnosti. Opad byl zhomogenizovan v 50 ntildeané vody
a pefiltrovan ges zvazeny filtréni papir. Pefiltrovany homogenat byl zmraZzen v plastovych
uzaviratelnych zkumavkach uchovavan-g0°C az do provedeni analyzy.

Po rozmrazeni bylofwano k 1 ml homogenatu 1 ml 5mM roztoku L — DOPAOMM
roztoku acetatového pufru o pH 5 (pH bylo navySetidanim roztoku NaOH) pro stanoveni
fenoloxidaz a navic 0,1 ml peroxidu vodiku pro setami aktivity peroxidaz. Z kazdého
homogenatu byla provedend bpakovani. Jako blank byla pouzita é&emhomogenatu a
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acetatového pufru vifpad fenoloxidaz a v fipact peroxidaz bylo navic fgano 0,1 mi
peroxidu vodiku. Po hodéntrepani pi laboratorni teplat byla znétena absorbancetipvinové
délce 460 nm. Aktivita na 1 litr homogenéatu a ng duSiny byla vypgtana podle nasledujicich
rovnic (Hendel et al., 2005):

a) Aktivita fenoloxidaz:

A(PheOXx) = Absig/1,66 [mmol.h.L™]

A(PheOx) enzymova aktivita na 1 L homogenétu zadirtu inkubace [mmol:hL™]
Abssg absorbanceipvinové délce 460 nm
1,66 molarni absotpi koeficient, ktery je 1,66mM pro L-DOPA v podméth tohoto rseni

b) Aktivita peroxidaz:
A(PerOx) = [Absse0/1,66] — A(PheOx) [mmol.A.L™]

A(PerOx) enzymova aktivita na 1 L homogenatu zaditu inkubace [mmol:hL™]
Absygo absorbanceipvinové délce 460 nm
1,66 molarni absotini koeficient, ktery je 1,66mM pro L-DOPA v podméth tohoto réfeni

c) Aktivity enzymi pirepctitana na 1g suchého opadu:

Am = (A*V)/m [pmol.h™.g™]
A aktivita enzymu  [mmol AL
m hmotnost suchého opadu [g]
\% objem homogenatu [50 ml]

3.4. Statistické zpracovani dat

Statistickd zhodnoceni byla provedena v Eog Microsoft Excel (aritmetické fiméry a

smerodatné odchylky).
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4. Vysledky

4.1. Aktivita fenoloxidaz a peroxidaz

Byly sledovany aktivity fenoloxidaz a peroxidaz gobu cca 2 rsici v opadu baivky
(Vaccinium myrtillus), titiny chloupkaté Calamagrostis villosa) a smrku Picea abies) z povodi

Plesného &ertova jezera. Opad byl inkubovéat gvou rtiznych teplotach: 0 a 10°C.

a. aktivita enzyma v opadu bonivky

A PL, 0°C, bor avéi B PL, 10°C, bor avéi

70 - 70
60 4 60
o o
“ 50 - " 50
< <
Té 40 A —e— PheOx g 40 —e— PheOx
2304 —8— PerOx 230 —&— PerOx
© ©
E 20 ; E 20
$ 10 ; Z 10

04 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Cas (den) Cas (den)

Graf 1. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agpédaz (PerOx) v opadu hirky (Vaccinium
myrtillus) z povodi PleSného jezeraHem inkubace ip teplo& 0 a 10°C. Znazogmy jsou
primérné hodnoty a simodatné odchylky.
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CT povodi, 0°C, bor avéi
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CT povodi, 10°C, bor avéi
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Graf 2. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agpétaz (PerOx) v opadu hirky (Vaccinium
myrtillus) z povodi Certova jezera dhem inkubace i teplo& 0 a 10°C. Znazogmy jsou

primérné hodnoty a simodatné odchylky.

U opadu baivky se vyrazt neprojevil vliv iznych povodi ani inkuldai teploty na
aktivitu ligninolytickych enzyn. V pribé¢hu inkubace se aktivityipis nenenily, zastavaly nizké

a pohybovaly se kolem hodnoty ffhol.H.g*

b. aktivita enzymii v opadu travy Calamagrostis villosa

PL povodi, 0°C, Calamagrostis

70 -
Z 60 4
o
“ 50 -
<
T 404 —e— PheOx
2304 —8— PerOx
©
E 20 -
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0} : : :

0 20 40 60 80
Cas (den)

PL povodi, 10°C, Calamagrostis

B
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Graf 3. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agxédaz (PerOx) v opadutiny chloupkaté

(Calamagrostis villosa) z povodi Plesného jezerasHem inkubace ip teplo& 0 a 10°C.

Znazorrgny jsou piimérné hodnoty a s#émodatné odchylky.
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Graf 4. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agxédaz (PerOx) v opadutiny chloupkaté
(Calamagrostis villosa) z povodi Certova jezera &hem inkubace ip teplo& 0 a 10°C.

Znazorrgny jsou ptimérné hodnoty a semodatné odchylky.

Pri inkubaci travyCalamagrostis se projevily rozdily mezi povodimi a v opadu z pov
PleSného jezera i mezi teplotami a enzymy. V opagovodi PleSného jezerdi pnkubaci za
teploty 0°C aktivita fenoloxidaz dosahla maximayiBol.hi'.g* po 1 nésici. Poté opt klesala
(Graf 3A). Ri inkubaci za teploty 10°C dosahla maximgatrﬁol.h‘l.g'l po 40. dni inkubace. Poté
opét mirrg klesla (Graf 3B).

Aktivita peroxidaz v opadech z povodi PleSného gz vyvijela odliSnym Zjgobem.
Pri 0°C kthem inkubace kolisala s mérstoupajicim trendem (Graf 3A)fiPLO°C vSak vyrazé
stoupala a 60. den inkubace dosahla aktivita peééaximaxima 56umol.H'.g’. Poté doslo
k prudkému poklesu az téina hodnotu shodnou sdaeni aktivitou enzymu (Graf 3B).
V opadu z povod{ertova jezera se aktivity obou enzymohybuji okolo 10umol.h'.g*. Po

celou dobu inkubace se také neprojevily vyeg&irozdily mezi enzymy (Graf 4A, B).
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c. aktivita enzymi v opadu smrkoveho jehl€i

A PL povodi, 0°C, jehli &i B PL povodi, 10°C, jehli &i
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Graf 5. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agxédaz (PerOx) v opadu smrkRi€ea abies)
z povodi PleSného jezeraHem inkubace ip teplo& 0 a 10°C. Znazogmy jsou piimérné
hodnoty a sérodatné odchylky.

CT povodi, 0°C, jehli &i CT povodi, 10°C, jehli &i
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Graf 6. Porovnani aktivit fenoloxidaz (PheOx) agxédaz (PerOx) v opadu smrkRi€ea abies)
z povodiCertova jezeradhem inkubace ip teplo 0 a 10°C. Znazoemy jsou pimérné hodnoty

a snérodatné odchylky.

Také i inkubaci jehlEi se projevily rozdily mezi opadem iznych povodi a vifjpact
opadu z povodCertova jezera i mezi teplotami a enzymy. V opadwwodi Ple$ného jezera
zistavaly aktivity obou enzytn nizké, do 10umol.hit.g* (Graf 5A, B). Vjehl&i z povodi
Certova jezera na pétku inkubace byla aktivita peroxidaz asi 6x vy&kolo 55pumol.H*.g%)
nez vopadu z povodi Ple$ného jezera, po 14 dnéak prudce klesla.iPteplog 0°C se
udrzovala po celou dobu inkubace na poms vysoké Grovni mezi 20 a 30mol.h*.g* (Graf
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5A). Fri teplog 10°C vSak po 40. dnech klesla t#naz na 0 (Graf 5B). Aktivita fenoloxidaz
v opadu inkubovanémipteplot 0°C zistavala nizka, do 10mol.h*.g* (Graf 6A), v opadu
teplog 10°C se od pgtku inkubace mirhzvySovala, po 40. dni inkubace setisdrzastavil a

aktivita Zistavala na Grovni mezi 10 a gthol.h*.g* (Graf 6B).

4.2. Celkové aktivity za dobu inkubace
Pramérné celkové aktivity ligninolytickych enzyinza inkub&ni obdobi ukazuji, ze
z opadi z povodi PleSného jezera je nejvySSi aktivita erizy opaduCalamagrostis (Graf 7)

oproti povodiCertovu, kde je nejvy3si aktivita u opadu jeh(Graf 8).

70 ] . . ~ VT
Celkova enzymova aktivita, PleSné jezero
60
@ 0°C
507 m10°C
o
< 40 -
o
€
E
o] 30 1
2
< 20 —
0
boravei Calamagrostis villosa jehli

Graf 7. Porovnani celkové enzymové aktivity u jethagch enzymi a teplot, pi kterych byly
opady inkubovany. Znazotny jsou ptimérné hodnoty a ssmodatné odchylky.
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Graf 8. Porovnani celkové enzymové aktivity u jetlmgch enzymi a teplot, pi kterych byly
opady inkubovany. Znaza#ny jsou pfimérné hodnoty a ssmodatné odchylky.

22



4.3. Pocatecéni a kone éna analyza kvality opadu

Patateini chemické slozeni opage shrnuto v Tabulce 1 a katreé v Tabulce 2.

Pocateéni kvalita opad U
Cror Nror Crot/Ntor Pox Fenoly |Fenoly/N tor
% % molarni Mg/g %
Bor Givka
Ple3né | (vaccinium | 48.04 (0.58) (é'éi) 41,65 (22173%3572) (117’1% 15,07
myrtillus) ' ' '
Calamagrostis
(Calamagrostis | 45,19 (0,43) (é';i’) 25,65 2(320’2? (g'?é) 1,66
villosa) ' ' '
Jehli ¢éi 1,18 61,77 40,62
(Picea abies) 51,70 (0,09) (0,08) 4221 (1,67) (3,96) 34,55
. Bor Givka
Certovo | (vaccinium | 49,03 (0,14) (é'gj) 35,02 3(243;;;3 (2015273) 15,81
myrtillus) ' ' '
Calamagrostis
(Calamagrostis | 44,98 (0,20) (é’ég) 38,17 (gggé) (é’gg) 1,34
villosa) ' ' '
Jehli ¢éi 1,34 43,51 39,09
(Picea abies) 51,75 (0,31) (0,06) 37,09 (6,63) (1,85) 29,14

Tab. 1. Poatesni chemické slozeni opadTabulka obsahuje pmérné hodnoty. V zavorce jsou

uvedeny srrodatné odchylky.

Opad jehléi obsahoval u obou povodi nejviceds nejmér pak opadCalamagrostis.
Obsah Not byl vyrazré vySSi u opad@alamagrostis v povodi PleSného jezera, coz se projevilo
prokazateld niz&i Nror v porovnani s opadem Gertova jezera. Opady se déle vyraiigily v
obsahu extrahovatelného fosforu,JP Nejvice dostupného fosforu obsahoval opadvky a
nejmérg opad jehki u Certova jezera. Nejsi rozdil mezi povodimi v obsahu fosforu
nalezneme v opadCalamagrostis. Vyrazné rozdily jsou v obsahu fenolickych latédjichZz

nejvyssi obsah o jehlici a nejnizSi opa€alamagrostis (Tab.1).
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Kone €na kvalita opad U

Cror Nrot Cexr Next Cew New | CromNrot | CexriNext | Cew:New Pox Fenoly | Fenoly/N ror
% % % % - - .y
% % molarn molarn molarn / %
° ° Cror Ntot Cexr Next ! I I o'y 0
. 4841 | 1,17 | 8,32 | 4,75 | 13,06 | 14,32 13,69 84,01 | 32,033 | 4,08
Plesné (VBaC::fCliJr:/it?n 0C | 0:23) | 0,06) | (0.62) | (0.86) | (1,62) | (261) | *+4® | (155 | (3356) | (3:233) | (0,72) 3,49
myrtillus) oC | 4718 | 124 | 734 | 476 | 1706 | 17,28 | ..o, 17,09 60,62 | 69,976 | 2,45 Lo7
(0,85) | (0,07) | (0,86) | (0,65) | (3,59) | (2,08) (1,35) (10,56) | (8,731) | (0,51)
Calamagrostis | 0C 44,69 | 144 | 11,23 | 27,79 | 20,21 | 2586 | . 7 79,73 16,05 | 58,874 | 1,53 106
(Calamagrostis (0,56) | (0,11) | (1,19) | (1,25) | (1,68) | (2,34) (2,23) (0,40) | (11,583) | (0,19)
villosa) j0C | 4441 | 1,63 | 1053 | 2326 | 1501 | 24,85 | g 81,02 20,44 | 77,436 | 1,41 0.86
(0,32) | (0,16) | (0,70) | (1,51) | (0,60) | (2,03) (2,89) (1,19) | (2,746) | (0,18)
N oc | 5038 | 112 | 647 | 315 | 1084 | 2343 | oo 10,86 199,25 | 97,651 | 31,10 27.70
Jehli & (0,35) | (0,02) | (0,35) | (0,06) | (0,87) | (3,66) (0,24) (29,13) | (9,978) | (1,39)
(Picea abies) loc | 5087 | 115 | 476 | 948 | 717 | 2245 | . 45,01 73,73 37,372 | 14,22 1234
(0,12) | (0,06) | (0,35) | (0,87) | (2,05) | (1,22) : (0,43) (21,96) | (10,672) | (1,05) :
] Bor tvka oC | 4840 | 160 | 858 | 337 | 1400 | 1884 | .., 12,96 104,79 | 75,279 | 3,40 213
Certovo (Veccin (0,85) | (0,02) | (0,65) | (0,27) | (2,53) | (2,14) (0,25) (9,05) | (13,480) | (0,18)
accinium
myriillus) LoC | 4808 | 1,65 | 1372 | 1384 | 2607 | 2893 | o 0 34,65 32,9 56,843 | 0,89 0.54
(0,21) | (0,01) | (0,58) | (1,38) | (6,19) | (3,76) (2,36) (6,19) | (10,063) | (0,28)
_ 4446 | 123 | 7,63 | 15,64 | 9,07 | 18,14 55,73 3598 | 49,694 | 2,58
(CC:Za}olllaarrnnaa%rr(())s'sttllss 0C 1049 | 0.15) | (0.49) | (3.66) | (0.56) | (1,93) | 36:08 3.40) | (3.78) | (8.920) | (0.58) 2,10
villosa) LoC | 4433 | 1,17 11304 | 3327 | 1300 | 21,37 | 4. o 67,65 24,35 | 132,667 | 2,51 213
(0,05) | (0,01) | (0,80) | (0,82) | (0,57) | (0,47) (2,33) (1,43) | (2,941) | (0,59)
N oc | 8977 | 130 | 1458 | 7,85 | 351 | 1163 | oo, 13,74 251,29 | 29,139 | 33,62 25,94
Jehli &i (0,23) | (0,03) | (0,66) | (0,67) | (0,95) | (2,15) (0,95) (76,07) | (6,044) | (1,98)
Picea abies
( ) roc | 53120 | 141 | 7.88 | 764 | 861 | 1965| o, 26,64 85,85 | 205,474 | 32,47 23,10
(0,48) | (0,11) | (0,71) | (0,63) | (0,57) | (2,03) (2,21) (6,68) | (9,335) | (2,58)

Tab. 2. Konéné chemické sloZzeni opadTabulka obsahuje pmérné hodnoty. V z&vorce jsou uvedenyésodatné odchylky.
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Na konci inkubace doSlo u vSech opadmirnému poklesu v obsahu celkoveho uhliku
jehli¢i. V povodi Certova jezera v3ak pam C/N nevykazuje takové rozdily jako u Plesného
jezera. Nejnizsi je u bovky a nejvysSi u opadu jehliiinkubovaném $ 0°C. U vSech opad
krom¢ Calamagrostis z povodi Certova jezera je vy3si po inkubacii geplog& 0°C. Opad
Calamagrostis obsahuje nejvice &r a Next mezi opady z povodi PleSného jezera. Podgén
tomu u Gw (Tab.2).

V povodi Certova jezera nejsou rozdily v obsahgxmezi opady inkubovanymiip
stejné teplat tak vyrazné. V opadech z povodi PleSného jezevhgah Gxr vZdy vysSi u opad
inkubovanych § teplo& 0°C nez g 10°C. Opady z povodCertova jezera vykazuji opak, s
vyjimkou jehlici. Podobna situace je wfy u opad z povodi PleSného jezera. Z opadpovodi
Certova jezera vykazuji opady inkubovan#é teplo& 10°C vy33i obsahy & neZ opady
inkubované fi 0°C. Nejvy3si obsah &\ v opadech z povodi PleSného jezera vykazuje opad
Calamagrostis, z povodi Certova jezera béwei. Nejvy3si pordr Cexrt:Next je u opadu
Calamagrostis z obou povodi. Naproti tomu p@mCcw:Ncw je u opaduCalamagrostis nejnizsi
(kromg opadu baivky z povodiCertova jezera inkubovanéhdi peplo& 10°C). Zastoupeni
nevykazuje zadnou pravidelnostégm inkubace se snizil obsah fenolickych latek.v&tsj
zmeéna nastala u opadu limky. | po inkubaci astava v jehlti nejvice fenolickych latek. U vSech
opadi je obsah fenolickych latek niZsi po inkubatiiteplo& 10°C nez i 0°C. Z &chto divodi
je po inkubaci porér fenolickych latek a celkového dusiku nejvyssehligi (Tab.2).
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4.4. Vztah mezi aktivitami enzym ¢ a po ¢ateénim obsahem fenolickych
latek v opadu

Zavislost aktivity enzym G na obsahu fenolickych latek,
PleSné jezero
y =-9,0717Ln(x) + 59,251
¢ R® = 0,7463

Aktivita ( pmol.h*.g™)
N
o
L 2

ol
|
L X 4

O I I I I 1
0 100 200 300 400 500

Fenolické latky (Mg.g ay™)

Graf 9. Zavislost aktivit fenoloxiddz a peroxidda wbsahu fenolickych latek na daoku
inkubace v opadech z povodi PleSného jezera. Bosdi piiméry aktivit jednotlivych enzym
za sledované obdobi.
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Zavislost aktivity enzym G na obsahu fenolickych latek,
Certovo jezero
35 - y = 6,8177e” %%
— 2 _ *
530 R*=0,5314
= 25 - .
° i
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Graf 10. Zavislost aktivit fenoloxidaz a peroxidda obsahu fenolickych latek na gadku
inkubace v opadech z povodertova jezera. PouZity jsoutpnéry aktivit jednotlivych enzym

za sledované obdobi.

Pramérné celkové aktivity fenoloxidaz a peroxidaz vykgau obou povodi zavislost na
obsahu fenolickych latek. \fipads opadu z povodi PleSného jezera aktivita obou efzyen
vzrastajicim obsahem fenolickych latek nat@iku inkubace klesa (Graf 9) a u opadu z povodi
Certova jezera v3ak s rostoucim obsahem fenolick§tgk na peatku inkubace stoupa (Graf
10).
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5. Diskuze

5.1. Antropogenni vlivy

Clovek ovliviiuje Sumavské lesy jiz dlouho. Néje nahrazoval fvodni druhovou
skladbu pevazre smrkovymi monokulturami. V druhé polowir20. stoleti seijdal vliv depozic
siranovych a nitratovych anidntkteré acidifikuji a eutrofizuji celé povodtetrg samotnych
Sumavskych ledovcovych jezer (Kaek and Vesely, 2005).

V roce 2001 postihla smrkové lesy povodi PleSnéwerp krovcova kalamita. Ta
postihuje pedevSim oslabené stromy (Jones et al., 2004). @slaima na ssdomi rekolik
faktori. Pati mezi € ochuzovani fpdy o Ziviny, zvySend toxicita hlinitych katiantzména
obvyklych teploti acidifikace midy (Jones et al., 2004).

Na Suma¥ zpisobuje nachylnost k acidifikaciad rékolik faktori. Mateiné horniny
Sumavy — pararuly, migmatity, granitoidy a svorpgek, 2001) — maji tendenci vyted kyselé
pudy. Smrkové jehlii béhem rozkladu uvaluje kyseliny, které snizuji pH. Vyznamnym
antropogennim zdrojem acidifikace jsou depoziceativych a siranovych anidgntz druhé
poloviny 20. stoleti (Kop#ek and Vesely, 2005). ¢oliv v 90. letech minulého stoleti depozice
vyrazre poklesly, jejich vliv trva dodnes. Spolu s aciki#ci se zrénila dostupnost dusiku a siry
a jejich vyplavovani odvadi bazicke ionty vapnikaiciku a drasliku. Uvalovani a vyplavovani
vapenatych katioitz pidy je obecs spojovano s nizkym pH (Pawtowski, 1997). V takavé
piipad se ukazuje, Ze |épe na tom jsou smiSené bukovkesdriesy, protoze buk je schopen
cerpat vapenaté ionty Ztgich hloubek a tim omezovat jejich vyplavovanir(ie et al., 2006).
Acidifikace vedla také k zfstupréni toxickych hlinitych kationt (Pawtowski, 1997) a ke zin¢
v dostupnosti &kterych Zivin.

K odnosu Zivin dale ifispiva holoséné kaceni s odvozeniala, coZ znemaitije navrat
Zivin do pidy. Kaceni navic iispiva k vyplavovani zZivin zidvodu absence straimkteré by je
piijimaly a vazaly (Santickovéa, 2001).

.....

Konkrétre u dusénanovych anioritk tomu gispivaji velmi chladné zimy a such& horka léta, kdy

28



se tyto ionty ve zvySené tei uvohuji (Kop&ek et al., 2006). Extréemni vykyvy teplot a
dlouhodobé sucho stromy smrku oslabuje (Jones,&04).

VSechny tyto faktory mohly vést ktomu, Ze se snstkl nachylgjSim k napadani
karovcem (Jones et al., 2004).ukdvcova kalamita v povodi PleSného jezera v roc8120
zpasobila uschnuti smrkovych porésa opadani jehti. Tim se do pdy dostalo najednou velké
mnozstvi porarné téZko rozlozitelného opadu, ktery naviéi gvém rozkladu zgsobuje ¥tSi
acidifikaci. Mrtvy strom neriize vazat Ziviny, které jsou pak odplavovany. Opadgehlici se
cely prostor prositlil. Wild et al. (2004) ale tvrdi, Zze k prolovani dochazelo postupiiz od
70. let 20. stoleti. Krogh nastupujiciho vlivu &rovce zmhuji jako giciny prafidnuti korun
strom jiZz zmirgné kyselé depozice a oteplovani klimatu.

Proswtleni dovolilo roz&iovani podrostu. f@devSim batvei, kapradinam a travam, jako
jsou napiklad ttiny (Calamagrostis) a metltka kivolaka Avenella flexuosa). S €mito
rostlinami se zrénilo mnozstvi a sloZeni opadu,igob poutani Zivin a jejich koleéh, protoze se

liSi v chemickém sloZeni, které vyznamnyntigpbem ovliviuje dekompozici.

5.2. Aktivita fenoloxidaz a peroxidaz

Fenolické latky pat mezi nejtiire rozloZitelné slozky opadu. Jsou rozkladaskterymi
houbami, které majiigslusny enzymaticky aparat zahrnujici enzymy fexiol@zy a peroxidazy.

V prvni hypotéze byl obsazenteupoklad, Zze v opadech svySSim zastoupenim
fenolickych latek bude aktivita ligninolytickych Byma vyssSi. V opadech z povodi PleSného
jezera se ukazuje, Ze situace je &p@a V povodiCertova jezera skuted plati, Ze v opadech
s vysSim obsahem fenolickych latek je aktivita iingytickych enzyni vysSi. Celkow vSak
prvni hypotéza potvrzena nebyla.

V souladu s druhou hypotézou, zahrnuji@dpoklad, Ze sec@sem bude aktivita enzym
zvySovat, jsou jen aktivity peroxidaz v opa@alamagrostis z povodi PleSného jezeraiqemz
vice znatelné je to u opadialamagrostis inkubovaného i teplot 10°C.

Hned od poatku inkubace se projevovala aktivita ligninolytick enzyni ve wtsing
druhi opadu, tedy dochazelo k rozkladu ligninu. To jeshed s pozorovanim Rutigliana et al.
(1996), kte&i rovnéz nanefili Ubytek ligninu jiz od péatku sledovani. Naproti tomu, nedostate
délka pozorovani mohla #pobit absenci vysSich aktivit enzgnu nekterych druli opadu (viz

nagiklad opad baivky). Napiklad Fioretto et al. (2007) &ili aktivitu peroxidazy a lakazy
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v terénu a nasfili maximalni aktivitu peroxiddz u opadu dubu adedo 100. dne a u myrty

kolem 400. dne, a u fenoloxidaz u obou dropad: az kolem 500. dne.

5.3. Vliv teploty

Vliv teploty na st mikrobialni aktivity je dote znam. Kazdy mikroorganismus ma za
urcitych podminek teplotni optimum, ve kterém rostgywmhleji. V teplotach nizSich i vysSich je
rast limitovan. V naSem ifpact byly inkubani teploty zvoleny d& 0 a 10°C. Teplota 0°C
odpovida teplotdm v zitn pod swihovou vrstvou. 10°C je obvykla letni denni teplota
v Sumavskych lesich.

Jak ukazuji vysledky, ifbteplo& 0°C dochazi k rozkladu opadu a mineralizaci orgjai
hmoty, dokonce i ligninolytické enzymy vykazuji p&me vysokou aktivitu. Tyto vysledky
podporuji no¥¢ se rozdiujici nazor, Ze i teplo# 0°C probiha powrrné vysoka mikrobialni
aktivita. Jelikoz se tato teplota udrzuje v gipod sghovou pokryvkou, Ize z toho vyvodit, Ze
rozklad opadu probiha intenzivnpod sghem v zimnim obdobi.

Teplotni optimum maiji i ligninolytické enzymy. Totmptimum byva vysSi, nez teplota
prostedi, ve kterém houby, které je v§liji, prirozers Ziji. Cim vy33i je tedy teplota prdstli,
tim vySSi je aktivita ligninolytickych enzyin(Ceylan et al., 2008; Niladevi and Prema, 2008;
Baborova et al., 2006). Proto by se datedpokladat, Ze bude aktivita v opadech inkubovanych
v teplog 10°C vy33i nez v opadech inkubovanych v tép@®C. Na &chto fedpokladech byla
postavena prteini hypotéza, ZeipvysSi teplot bude aktivita ligninolytickych enzyinvyssi.
Tato hypotéza byla potvrzena&gasténé. Celkow jsou aktivity ligninolytickych enzyrin u
obou teplot velice podobné. AvSakipéh je zavisly na typu opadu a na povodi, z kteréylo b
opad odebran. vodem vysokych aktivit v opadech inkubovanydh teplo& 0°C mohou byt
rozdily ve slozeni mikrobialnich spoknstev a jejich adaptace na zivot v teplokolo 0°C
(Watanabe and Ito, 2008). Obdeébriquet et al. (2000) nenaSli korelaci mezi altiui

fenoloxidaz a peroxidaz a teplotou v inkubovanédopa vrsté dubového lesa.

5.4. Vliv kvality opadu

Borivka aCalamagrostis byly vybrany jako zastupci rostlinnych diubvoricich podrost
smrkového lesa v povodi Plesnéh@ertova jezera spolu s jedilin, ktery dominuje fevazr
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v povodi PleSného jezera. NejvySSi aktivity lighytickych enzynt vykazovaly opady
Calamagrostis a jehlii.

Vliv kvality opadu na aktivitu enzyinspaival predevsim v jeho rozdilném chemickém
sloZzeni (rozdilny obsah fenolickych latek, dusikiesforu, extrahovatelnych sléenin).
Vzhledem ktomu, Ze substrat rozkladany fenoloxamdiz a peroxidazami, jsou prav
vysokomolekularni fenolické latky, aktivita lignilytickych enzynéi by méla zaviset imo na
mnoZzstvi &chto latek v opadu. Naopak pokles v obsahu celkovgoolickych latek, ktery byl
zaznamenan vifpact opadu baivei, nemusi fimo souviset s aktivitou fenoloxidaz a peroxidaz
(Leonowicz et al., 1999). Toto by vydlovalo zn&ny pokles mnozstvi fenolickych latek
v opadu baivky nedoprovazeny odpovidajici aktivitou fenoloxdadé peroxidaz. Opady hiorky
obsahuji velké mnoZstvi nizkomolekularnich fenglatk latek, které mohou slouzit jako zdroj C
i pro jiné nikroorganismy (Gallet and Lebreton, 28R9Bohuzel pouzita metoda Folin-Ciocalteu
neposkytuje dostataé informace o strukita a tedy typu fenolickych latek (Kéahkonen, 1999).
Pokud porovname pokles obsahu fenolickych latelpada inkubovanémipteplo& 0 a 10°C,
vyrazreji se obsah fendl snizil inkubaci f vysSi teplo¥, coZz by mohlo souviset z vysSi
mikrobialni aktivitou pi této teplot.

Jednim z faktar ovlivaujicich mikrobialni aktivitu je pogr C:N. V porovnani
s literaturou (Gallet and Lebreton, 1995), opadabky vykazoval vysoky powrr celkového
uhliku a dusiku. Zmimi autdi uvadsji pomér 22 — 24:1, v opadech hoky z PleSného a
Certova jezera se tento pdnpohyboval mezi 29:1 a 41:1. Aktivitu ligninolykigch enzyni a
rast mikroorganism, které je produkuji, vSak mohou ouliwvat i obsahy dostupného dusiku a
uhliku a dostupného fosforu.fiPteplo# 10°C bylo vice dostupného uhliku neZ u apad
inkubovanych fi 0°C. To Zejm¢ souvisi s vysSi mikrobidlni aktivitou. PémC:N ve
opad vykazoval vzhledem Kiptupnému uhliku nejvicefigtupného dusiku. Obsah fosforu
v oxalatovém extraktu odpovidéigtupnému fosforu pro mikroorganismy.

Pricinou vysSich aktivit ligninolytickych enzyinv opaduCalamagrostis maze byt vice.
Analyza kvality opadu nam tedytibe pomoci tyto rozdily vysilit (Zimmer, 2002; Gallet and
Lebreton, 1995).
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5.5. Vliv povodi

Vliv povodi se projevujeigdevsim v rozdilné kvaditiednotlivych druli opadu. DalSimi
faktory, které mohou odliSovat ®kpovodi, jsou mikrobialni spalenstva fizna na opadu z
jednotlivych povodi (Barta, ustni &ddni) a jejich adaptace na slozeni opadu,fipagt na
urcitou teplotu. Gisledkem toho mohou byt mikroorganismy z jednohoggdVépe adaptovany
na podminky naSeho experimentu a vykazovat vyS8vitak enzymi, popipact mohou byt
schopné 1épe vyuzZivat jednotlivé slozky opadu,iikdgd fosfor. Pray v piipads fosforu jsou
zaznamenany rozdily vjeho dostupnosti v jednotivipovodich (Sanitkova et al., 2004).
V povodi PleSného jezera je dostgsn a tedy mikroorganismy mohou byt adaptovanéeha |

vySSi gjem.

5.6. DalSi sledovani aktivit ligninolytickych enzym u

V budoucnu bude¢ba experimenty zopakovat a zjish data potvrdit. Budedaba dat do
souvislosti aktivity enzyrin a sloZeni spotenstev pra¥ pritomnych v rozkladajicim se opadu.
Déle Ize opady inokulovatipinim vyluhem a nasimulovat tak styk opaduidmg mikroflorou.
Dulezité bude pozorovat aktivity enzynv dalSich opadech, které dominuji na zkoumanych
plochéach.
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0. Zaver

1. Pri teplo& 0°C byly namgieny vysoké aktivity ligninolytickych enzyim Pod sihovou
pokryvkou tedy probiha rozklad ligninu i v zimnirbdwobi.

2. Byla prokdzana odliSn& zavislost aktivit ligninatitych enzyni na obsahu fenolickych

latek mezi povodim Plednéhd artova jezera.
3. Aktivita ligninolytickych enzynti se ve ¥tSin¢ pripadi v pribéhu inkubace vyrazh
nentnila. OdliSny ptibéh ukazuje opadCalamagrostis villosa z povodi PleSného jezera

inkubovany pi teplot 10°C.

4. Nebyly nalezeny mikazné rozdily mezi celkovymi aktivitami ligninoltitkych enzyni

v opadech inkubovanychi® a 10°C.
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