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Abstrakt

Obsahem této diplomové priace je ovéfeni mozZnosti zmirnéni toxicity
vysypkovych ptd na Sokolovsku pomoci vytvoieni biologické krusty.
Hlavni otdzkou této priace bylo, zda je moZné pomoci fas vytvofit
na toxickych substritech biologickou krustu, kterd by mohla zlepsit
vlastnosti substratti a pfispét tim k urychleni sukcese. Spravnost této teorie
byla ovétena pomoci 2 pokusii na toxickych substratech Sokolovskych
vysypek. Pomoci prvniho laboratorniho pokusu byly vybrany dva substrity,
na kterych vySsi rostliny ve vétSiné pifipadi ani nenakliCily. Proto byla
ovéfena moznost na takto fytotoxickych padach vytvofit biologickou krustu.
Na tyto substraty (vapnéné a nevapnéné) byly nasledné v terénu aplikovany
vybrané druhy fas a v pribéhu 3 let pozorovany a vzorkovany. Na zakladé
vysledkli z fluorescencni mikroskopie jasn€¢ vyplyvd, Ze jedinou fasou
z testovanych, kterd na zvolenych plochiach ptezila a vytvotila kompaktn{
viditelné krusty, byla ftasa r. Klebsormidium. Bylo také prokéazéno,

Ze na vyvoj biologickych krust nema vliv vapnéni substratt.



Abstract

The content of this diploma thesis is to verify of possibilities
for remediation spoil heap toxicity in Sokolov area, by the help of creating
biological crusts. The main question of this work is the possibility of using
algae to create biological crust on toxical substrates, which could improve
the properties of substrates and contribute to the acceleration of succession.
The correctness of this theory was tested using two tests on toxic soils
in spoil heaps near Sokolov. In the first test (laboratory test) have been
chosen two of the soils and the higher plants, in most cases, even did not
germinate.

That is why we decided to verify the second option to create biological crust
in these phytotoxic soils. Therefore we applied selected kinds of algae
in the field, some areas were liming, and the field has been monitoring and
sampling during next three years. The results show that the application
of dolomitic limestone does not affect progress of biological crusts.
The result of the fluorescent microscopy clearly shows, that Klebsormidium
algae was the only one of the tested algae, which survived and progressed

compact visible crusts.
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1 Uvod

vvvvvv

energetickym zdrojem a i pfes razantni Gtlum uhelného primyslu po roce
1990 se podili 62% na celkové produkci elektrické energie. Rozhodujici ¢ast
hnédého uhli je vyuZivdna pro vyrobu elektrické energie a tepla (Kryl,
2006).

Tézba uhli ovSem piindsi fadu environmentdlnich problému. Jsou jimi
pfedevsim jevy ovliviiujici poméry v krajing, jako je vznik nového reliéfu,
zména stratigrafickych pomért, naruseni hydrogeologickych pomért,
devastace pedosféry, ovlivnéni mikroklimatu a kvality ovzdusi,
v neposledni fad€ i devastace biosféry (Szczepanska et al., 1998). Kromé
téchto faktorti ovliviiujicich poméry v krajing, jsou dal$im negativem téZby
rovnéZ recentni tdtvary, jako jsou zbytkové jamy a vysypky (Vrablikova
et al., 2009). Jednim znejvyznamnéjSich environmentalnich problémi
souvisejici se vznikem vysypek je toxicita substratu. Polozili jsme si tedy
otazku, jakym zptsobem je mozné tuto toxicitu zmirnit.

Vzhledem k tomu, Ze biologické krusty patii k prvnim souvislym porostim
pfi spontanni sukcesi na toxickych substratech, bylo cilem této prace ovéfit
moznosti vytvofeni biologickych krust inokulaci fas, sinic a vdpnénim.
Cilem prace bylo zjistit, zda tyto zdsahy mohou urychlit rozvoj biologickych
krust na toxickych plochach, vytipovat druhy fas vhodnych k inokulaci
a ov¢étit technologickou redlnost inokulace.

Nejprve byly vybrdny druhy, které by sndSely extrémni podminky
na toxickych plochédch (Pietrasiak et al., 2011).

Sinice a tasy, které byly v pokusu pouZity, byly vybriany na zikladé
predchozich prizkumiti na vysypkach, stim, Ze dobfe snaSeji extrémni
podminky. Na nich se podafilo identifikovat 56 druhd ptdnich fas a sinic,
z toho 34 druhti zelenych tas (Trochova, 1999; LukesSovd, 2001). Na terénni
pokus byly vybrany 3 druhy zelenych tas a 1 druh sinic.

Dile jsme testovali, zda bude mit na rast spoleCenstev vliv pfitomnost
vapence na toxickych substratech.

Terénni pokus by mél vSechny kladené otizky zodpovédét a prispét tim

castecn¢ k pochopeni a moznosti urychleni sukcesnich pochodi, které



umozni obnoveni lokalit po t€Zbé i bez rekultivacnich opatifeni (Mudrak

et al., 2010).

2 Literarni prehled

2.1 Tézba uhli a jeji environmentalni dopady

Z porovnani objemu celosvétovych zasob ropy, zemniho plynu a tuhych
paliv je zfejmé, Ze uhli zlstane i z pohledu velmi dlouhé perspektivy
dilezitym energetickym zdrojem a jeho vyznam v celosvétovém méfitku,
v porovndni se soucasnosti, naopak poroste (Valasek, 1998). Rozhodujici
¢ast hnédého uhli je vyuzivadna pro vyrobu elektrické energie a tepla. Mensi
objem produkce je zpracovan na tfidéné uhli pro obyvatelstvo, malé
a stfedni spotiebie (jako kotelny, vytopny a zdvodové elektrarny), dile
na vyrobu briket a pro chemické zpracovani (Kryl, 2006).

Ani Ceskd republika nemé do budoucna jinou moznost, neZ vytvofit iéelnou
skladbu vSech zdrojii primdrnich energii, to znamena vcetn¢ optimalniho
podilu uhli, zejména hnédého, na celkovych palivoenergetickych potifebach
stitu. Tato skuteCnost vSak musi byt ekologicky pfijatelnd zejména
v oblastech s intenzivni bafniskou cinnosti a vyrobou elektrické energie
na bazi uhli (Valasek, 1998). Nejvétsi Ceské hnédouhelné panve vznikly
v tektonickém piikopu a sleduji smér soubéZné¢ s KruSnymi horami
a severozdpadni hranici CR. Celkovd rozloha uhlonosné sedimentace
na nase izemf &ini 1 900 km’,

V Ceské republice maji z dlouhodobého pohledu prakticky vyznam pouze
hnédouhelné panve situované v podkruSnohorském udvalu severozdpadnich
Cech. Severodeska hnédouhelnd panev je tak jedinym &eskym rozvojovym
loZiskem hnédého uhli, s moZnou, skute¢n¢ dlouhodobou perspektivou
(Valasek, 1998). V oblasti podkrusnohorskych panvi se vétSinou vymezuji
Severoceskd, Sokolovska a Chebskd panev. Na celkové produkci hnédého
uhli v CR se Sokolovské péanev podili zhruba 21 %. Dobyvani zde probih
povrchovym zptsobem (Geofond, 2008).



S povrchovou téZzbou uhli ovSem souvisi i zdsadni environmentalni
problémy s technogenni transformaci krajiny. Dochédzi k destrukci
pfirodnich sloZek krajiny, zejména se méni reliéf, horninové prostiedi,
pudni profil, hydrické i klimatické poméry a je vyznamné ovlivnéna biota.
Tyto celospolecensky zdvazné problémy vyzaduji G€innd revitalizacni
opatfeni (Vrablikova. 2002).

Proto s povrchovou tézbou hné€dého uhli souvisi i rekultivace celé oblasti.
Aby rekultivace probihala optimdlnim smérem a s optimdlnimi vysledky,
musi zacit jiZz monitorovdnim procesnich fetézcti povrchové skryvky.
Pouzitim vhodnych mechanismti lze ovliviiovat fyzikdlni i chemické
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vlastnosti zemin uloZenych na konecnych etdzich vysypek, které tak budou

Vv s

vytvaret co nejvhodnéjsi ptidotvorny substrat (napt. pro lesni rekultivace,
leh¢i, propustnéjsi zeminy, pro zemédélské rekultivace zeminy, které budou
vhodné jako ptidotvorny substrat pro vznik hnédozemi nebo hnédych puad,
které jsou v dané oblasti obvyklé).

U biologickych rekultivaci na rozdil oproti lesnickym nebo zemédélskym
spoc¢ivd zejména v tom, Ze opracovdvanym materidlem neni puda,
ale substrat, ktery se teprve v pribéhu nésledujicich let rekultivace pidou
za¢ne stdvat. Dal§im vyznamnym rozdilem je velkd heterogenita povrchu
vysypek dand stavajici technologii velkostrojového zakladdni zemin
v dilnétechnické etapé rekultivaci, tedy pii provadéném tvarovani vysypek
a odvali (Vostova et al.,, 2006). Vyznamnou slozkou revitalizacnich
opatfeni jsou biotechnické upravy krajiny predstavujici cely soubor
organizacnich, biologickych, kultivac¢nich a agrotechnickych opatieni. Tato
opatfeni umoziuji progresivni vyvoj krajinného prostoru a piimo plsobi
na vyvoj, stav a potencidl zdkladnich slozek pedosféry, hydrosféry,
rostlinnych spoleCenstev a atmosféry. Komplexni multidisciplinarni piistup
k obnové udzemi je rozhodujici pro vytvafeni funkéniho piirodniho
i Zivotniho prostiedi (Vrablikova, 2002).

Rekultivace ve své klasické podobé je v podkrusnohorskych revirech
provadéna témét 50 let. Za tuto dobu proSla postupné kvalitativnim
vyvojem, kdy piivodni extenzivni koncepce byla vyrazné orientovdna
na ozelenovani jednotlivych pozemkt. V dalSich fazich se postupné

rozvinuly vSechny jeji formy (zemédé€lskd, lesnickd, hydrickd, rekreacni),



pozd¢ji vsak s neimérnou preferenci rekultivace zemédé€lské. Soucasna
koncepce rekultivaci dava duraz na feseni velkych uzemnich celkd, pficemz
zvyraziiuje prvky ekologické rovnovdhy a snazi se realizovat takové
zpusoby feSeni, které umoznuji nendsilné vclenéni rekultivovanych ploch
do okolniho tizemi. Jsou hleddny cesty, aby komplexni revitalizace tizemi
feSila nejen piirodni slozku obnovy postizeného regionu, kterou
je rekultivace pidy a krajiny, ale aby také ucinné pfispé€la i k feSeni otdzek
socidln€ ekonomickych.

V sokolovském reviru byly k 01.01.2000 ukoncéeny rekultivani préice
na plose 2 298 ha, rozpracovany jsou na vymeéie 1 451 ha, po roce 2000
do konce Zivotnosti reviru budou zahijeny a ukonceny na ploSe 5 522 ha.
V ramci severoceského hnédouhelného reviru byly k 01.01.2000 ukonceny
rekultivace na plose 7 559 ha. Rozpracovany k témuz datu jsou rekultivace
na ploSe 6 155 ha, do konce zivotnosti reviru bude rekultivovdna jesté

plocha 14 836 ha (Svoboda, 2000).

2.2 Toxicita vysypkovych substrati a jeji priciny

Pii povrchové tézbé dochazi k odkryti nadloZnich hornin, které jsou
deponovéany na vysypky. Tyto deponované nadlozni horniny se znacné lis{
od béznych pad (Frouz et al., 2008). Jsou to zpravidla zrnitostné extrémni{
velmi t€Zké jily aZ s 90% obsahem jilovitych c¢éstic, které maji nizkou
biologickou aktivitu a extrémni pH nebo naopak pisky ¢i Stérkové usazeniny
(Dimitrovsky, 2001; Hezina, 2000). Na Sokolovsku je vétSina nadlozi
tvofena jily cyprisového souvrstvi, které maji ptiznivé vlastnosti, ale existuji
zde vrstvy tvofené uhelnymi jily a tufity, které mohou byt fytotoxické
i po 40 letech. Fakt, Ze tyto plochy nezarGstaji, pfindsi fadu dalSich
sekundarnich problémi (kyselé dilni vody, atd.) (Frouz et al., 2005).
Fytotoxické zeminy jsou v podstaté¢ skryvkové zeminy slojovych vrstev.
VétsSinou jde o heterogenni smés zemin texturdlné lehéich, piscitohlinitych
az piscitych s pfimési vypalenych jili a s vysokym podilem uhelné hmoty,
limonitizovaného piskovce, pyritu, a misty i sideritu (Rehof et al., 2004).
Jedna se vlastné o jezerni sedimenty, které se usazovaly na dné tietihorniho

jezera pred 16-21 mil. let (Frouz, 2007).
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Pro snizovani fytotoxicity a obsahu tézkych kovi je nejefektivnéjSim
prostiedkem vdpnéni, a to zejména na kyselych pudach (Zrast, 2003).
Prosp&$nou vlastnosti dolomitického vépence je stimulace respiracni
a mikrobidlni aktivity a vyznamnd zdsoba celkového dusiku, kterou
je ovliviiovdna mikrobidlni biomasa v ndvaznosti na makro a mezo faunu
(Kula, 2007).

Obnova ptdniho fondu na vysypkach predstavuje dlouhodoby proces, jehoz
kvalitativni droven je zavisld na fadé pocatecnich a druhotnych faktorti jako
je: reliéf télesa vysypky, pouZiti vysypkovych zemin k rekultivaénim
ucelim, melioracni upravé zemin, agrotechnika, vegetacni pokryv apod.

(Vrablikovd, 2002).

2.3  Biologicka krusta a jeji vyznam pii rozvoji inicialnich
ekosystémi

Seriézni piistupy k rekultivacim vysypek a obnové ekosystémi kladou
diraz na piirodni procesy. Jednim z pfirodnich zptisobt rekultivace
je ponechani vybranych ploch spontinni sukcesi. Leckde je potieba jen
upravit faktory prostfedi — napiiklad zvednout hladinu vody, dodat Ziviny,
navézt pithodny materidl nebo dodat Zadouci organismy, ¢i naopak odstranit
nevhodné druhy. Spontdnni sukcese vede k pomérné pestrym porostiim,
které dobte plni estetické, protierozni i dal$i ekologické funkce. Sukcese
vede k piirod¢ bliz§im ekosystémtm (Vrablikova, 2009) a nerekultivované
plochy ponechané sukcesi jsou z pravidla az dvakrat druhové bohatsi nez
plochy rekultivované (Prach, 2006).

Pokud je vyvoj t€Zby spridvné navrZzen a poté jsou lokality ponechdny
sukcesi, chovaji se Casto jako refugia pro ohroZzené a ustupujici organismy
a mohou vyznamné¢ piispivat k mistni biologické rozmanitosti (Prach, et al.,
2011; Sélek et al., 2010; Chuman, 2005; Henrychova, 2008). Jednim
z dilezitych faktorti pro rozvoj zkoumani vhodnosti sukcese je i uspora
finan¢nich prostredkd (Vrablikova, 2009).

Napomoci nastartovat primarni sukcesi lze pomoci vytvofeni biologickych

krust.
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Biologicka pudni krusta je tvofena Zivymi organizmy (piedevsim sinicemi,
fasami, hyfami hub, mechy a liSejniky) a jejich vedlej$imi produkty, jimiz
jsou propojeny, vazany a spojovany pudni c¢astice v krustu. Krusta
je az 1 cm silnd, podobnd zvinéné plsti a tak kompaktni, Ze na ni témé&f
nerostou cévnaté rostliny (LukeSova et al., 2010; Pietrasiak et al., 2011).
Tato souvisld vrstva chrani a stabilizuje povrch pidy pied erozi vétrem
a vodou, ovliviluje odtok a infiltraci vody, vdZe atmosféricky dusik a uhlik
do pudy (Belnap et al., 2001). Fototrofni mikroorganismy jsou dilezité
pro cyklicitu a uhlikovou produktivitu biologickych ptdnich krust, které
zvySuji obsah vody, interakci Zzivin a mechanickou stabilitu puady.
S ohledem na ocekavané klimatické zmény, kdy bude ptid s nevyhovujicimi
vlastnostmi pfibyvat, budou vlastnosti biologickych krust stile potiebnéjsi.
Proto se pozitivni vlastnosti biologickych krust, jako je mechanicka fixace

pud a Zivin, daji v budoucnu prakticky vyuzit (Csotonyi et al, 2010).

3 Material a metody
3.1 Material

Uzemi, kde byly odebrany vzorky substritd a nasledné realizovan terénni
pokus se nachdzi v Sokolovské hné€douhelné panvi, jejiz vysypky spadaji
do bioregionu Chebsko — Sokolovského, ktery je tvofen pfevazné kyselymi
pisky a jily, s Cetnymi podmacenymi stanovisti (Frouz, 2001; Frouz et al.,
2006).

Z hlediska morfologie lze tuto oblast charakterizovat jako stupnovity,
oboustranny, pficné asymetricky piikop, protazeny ve sméru ZJZ — VSV.
Na jihovychod¢ sousedi s Chebskou panvi, na severovychod¢ sousedi
se Severoceskou hnédouhelnou panvi (Krajicek et al., 2003).

Dne$ni morfologie Sokolovské pdnve se znaéné zmeénila, pfedevSim
v disledku téZby a nasledném navezeni skryvky a vytvoreni vysypek, které
vysypka (Obr.c.1), kterd wvznikla postupnym slou¢enim jednotlivych
vysypek pfiblizn¢ pred 20 lety (Krajicek et al., 2003). Samotné téleso

vysypky je tvofeno pestrou smésici cypfiSovych jilii a jilovet (Frouz et al.,
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2006), uhelnych jili, uhli a posypovych materidlll. V jizni ¢asti se vyskytuji
tufitické jilovce ze skryvkovych fezii Medard — Libnik, pfesypané vesmés
cypfiSovymi jily a jilovci, které izoluji toxické materidly tufitickych jilovct
(Culek et al., 1996). Na Podkrusnohorské vysypce jsme pro jeji rozmanitost
nasypovych substratti odebrali nékolik typd zemin (Pf.C. 1, Tab.¢. 1), které
jsme otestovali v rdmci laboratornitho pokusu a nésledné na ni vybrali

plochu, kde jsme zaloZili terénni pokus (Obr.¢. 1 - 2).

Obr.¢. 2: Pokusné plochy (cervené) na Podkrusnohorské vysypce
(zdroj: www.mapy.cz).

Dalsi vysypkou, kde probihal terénni pokus, byla vysypka Litov - Boden

(Obr.¢.3 - 4) mezi obcemi Litov a Chlum Svaté Mari. Tato lokalita lezi

v krajin€ s geomorfologicky velmi ¢lenitym dzemim, mezi Sokolovskou
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a Chebskou panvi. Na vysypce Litov byla ukoncena téZba jiz v roce 1974

(Krajicek et al., 2003).

Obr.¢.4: Oznaceni pokusnych ploch na vysypce Litov — Boden
(zdroj:www.mapy.cz).
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Tab.c.1:

Chemické

vlastnosti
v laboratornim pokusu podle Frouze et al. (2005); pH znamend pH
ve vodném roztoku, LOI ztrdtu Zihdnim, polyfenoly jsou polyfenoly
extrahovatelné v 80% alkoholu, obsah tézkych kovi znaci celkové obsahy,
u ostatnich prvki se jednd o dostupné formy.

Jjednotlivych

substrdti

pouZitych

substrat plocha pH LOI Na K Al Fe |Polyf| Be Cr | Zn | As
enoly

% | nglkg |pg/kg| mg/kg | melkg |pg/kg|pelkg |ng/kg |pg/ke |pelkg

uhelny jil Litov 305 | 11.8 102 16 426 1.75| 12.7 | 0.31| 1.60| 1.07| 18.42
uhelny jil Chodov 345 | 134 76 16 212 1.21] 18.6 | 0.26| 1.80| 1.52| 11.24
cyprisovy jil | Podku$nohorskd| 8.25 | 5.6 82 150 <l| <0, 0.8 | 0.38| 3.55| 6.06| 1.58
cyprisovy jil |Podkusnohorskd| 8.33 | 5.3 364 | 177 <l| <0, 1.7 | 0.52| 3.38] 6.32| 3.33
tufitovy jil |Podkusnohorskd| 3.43 | 5.4 104 27 599 0.62| 58 | 0.44| 193] 5.11| 4.70

3.2 Metody

Cilem diplomové priace bylo vytvofit porost, ktery by branil erozi, a proto

jsme se kromé¢ vyssich rostlin zaméfili i na piidni fasy a sinice.

Mira toxicity odebranych vzorkli substrati byla ovéfena laboratornim

pokusem, na zdklad¢ kterého byly vybrany 2 typy pud: uhelné jily

na vysypce Litov (Obr.¢.5: Substrat €. 1) a tufitové jily na PodkruSnohorské

vysypce (skluzu) (Obr.c.5: Substrat €. 5). Na téchto pidach jsme provedli

terénni pokus piimo na Sokolovskych vysypkéch.

Obr.¢. 5: Odebrané vzorky substrdtii k laboratornimu pokusu.
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3.2.1 Laboratorni pokus

Na Sokolovské panvi jsme odebrali 5 vzorkt toxickych substrati (Obr.cC. 5),
které jsme si oznacili Cisly 1 - 5. Do piipravenych pruhlednych kelimki
jsme navazili 60 g substratu. Dno jsme prodéravéli a vloZili do druhého
kelimku s kouskem navlhéené vaty. Do jednoho kelimku jsme zaseli
priblizn¢ 30 semen kazdé z nasledujiciho druhu rostlin: Sinapis alba -
hoicice bild (a), Arrhenatherum elatius — ovsik vyvySeny (b), Agrostis
capillaris — psinecek obecny (c), Centaurea jacea — chrpa lucni (d), Echium
vulgare — hadinec obecny (e), Centaurea stoebe — chrpa latnata (f),
Medicago lupulina — tolice dételova (g). Po zaseti jsme semena orosili
vodou a nechali 30 dnf na svétle pfi teploté cca 25 ° Celsia. Kazdy druh
rostliny byl vyset na dany substrat ve ¢tyfech opakovanich. Tedy 5 vzorkt
substrati po 4 opakovani a 7 druzich rostlin. Celkem jsme tedy méli 140
pokusnych vzorkd.

Po uplynuti mésice jsme kazdou rostlinu, kterd se na pid¢ uchytila, opatrné
vyjmuli a zmé&fili jeji nadzemni a podzemni ¢ast. Takto ziskané ddaje jsme
zaznamenali do tabulky a to tak, Ze pokud na jedné misce vykli¢ilo semen

vice, idaje o nadzemnich ¢astech a tdaje o podzemnich Castech jsme secetli

(Tabg. 2 - 4).

3.2.2 Terénni pokus

Laboratorni pokus ukdzal, Ze nékteré typy pud jsou natolik toxické,
Ze na nich rostliny ani nevykli€ily. Rozhodli jsme se proto ovéfit, zda bude
mozné na téchto pudach vytvofit pomoci ptudnich fas biologickou krustu,
kterd by zabranovala erozi pudy a pfispéla k lepsi retenci vody. Na zakladé
predeslych praci v dané lokalit¢ (Trochova, 1999; LukeSovad 2001) jsme
vybrali konkrétni druhy tas a po kultivaci je aplikovali na vybrané lokality.
Témito lokalitami byla oblast na Litovské (Obr.¢. 4) a Podkru$nohorské
vysypce (Obr.€. 2). Zatimco na Podkrusnohorské vysypce piedchozi
prazkum wukdzal pfitomnost fasovych krust, na Litovské vysypce,

pti dlouhodobém predchozim vyzkumu, nebyly fasové krusty pozorovany.
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K terénnimu pokusu byly vybrany tasy rodu Chlorella, Klebsormidium,
Myrmecia a sinice Nostoc. Rasa r. Klebsormidium byla kultivovana
v Petriho miskdch. Rasy r. Chlorella, Myrmecia a sinice Nostoc jsme
ze zavienych zkumavek se Sikmym agarem pfenesli kovovym dratkem
s ockem. Ten jsme nejprve sterilizovali nad plamenem a poté jsme ho
namot¢ili do samotného agaru, aby vychladl. Rasy byly pieneseny
do Erlenmeyerovych banék o objemu 250 ml s pfipravenym Zivnym
médiem BBM (Bolds Basal Medium).

Zivné médium BBM bylo piipraveno nasledujicim postupem: Na 1000 ml
roztoku jsme pouzili 10 ml roztoku NaNOs (25 g/1000 ml), 10 ml roztoku
CaCl,.2H,0 (5 g/1000 ml), 10 ml MgS04.7H,O (7,5 g/1000 ml), 10 ml
roztoku K,HPO, (7,5 g/1000 ml), 10 ml roztoku NaCl (2,5 g/1000 ml)
a 10 ml roztoku KH,PO4 (17,5 g/1000 ml). Déle jsme pfidali 1 ml roztokii
EDTA+KOH (5 g Chelatonu III + 3.1 g KOH /100 ml), 1 ml roztoku
FeS04.7H,0 (0.498 g + H,SO4 - 0.1 ml/100 ml), 1 ml H3BO; (1.142 g/100
ml) a roztok mikroprvku (8.82 g ZnSO4.7H,0, 1.44 g MnCl,.4H,0, 0.71 g
MoO;3, 1.57 g CuSO4.5H,0 a 0.49 g Co(NO3),.6H,0. Vznikly roztok jsme
doplnili deionisovanou vodou na 1000 ml (Bischoff et al., 1963).

Rasy, které jsme pienesli do roztoku BBM, jsme za stilého okysli¢ovani
nechali pii stidlé teplot¢ (cca 26° C) a za stidlého svétla, rozmnoZovat
3 mésice. Poté jsme aplikovali fasy na pfedem uréené a vymezené Ctverce.
Na vybranych lokalitadch na Litovské (Obr.C. 4) a Podkru$nohorské vysypce
(Obr.c. 2) byly vyznaceny 2 plochy, které byly rozdéleny do cCtvercii
a na nichz byly aplikovany tasy (Pf.c. 2).

Plocha byla rozd€lena na 24 ctverct o velikosti ¢tverce 0,5 m x 0,5 m.
Plochy byly na kazdé ze zvolenych vysypek dvé, kvili ovéfeni spravnosti.
Na kazdé ploSe byla aplikovdna konkrétni fasa piimo na pidu a poté
na padu, kterd byla predtim povdpnéna. Véapnéni na plochich bylo
provedeno vzdy na ctvercich, které byly ve svahu niZze nez plochy
nevapnéné, aby nemohlo dojit ke kontaminaci ploch neosetfenych vapnem
pfi destich. Ctverce, které byly n&jakym zplisobem oSetieny, obklopovaly
vzdy plochy bez oSetieni, aby nedochézelo k jejich vzdjemnému ovlivnéni.
Na kazdou ploSku bylo aplikovdno 250 ml husté fasové suspenze jenz

obsahovala 10° bunék v 1 ml.
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V pribéhu tii let byly na plochich 4x odebrany vzorky a ndsledné
vyhodnoceny v Ustavu pudni biologie, Akademie véd CR v Ceskych
Budéjovicich (Obr.¢. 6-11). Vzorky byly odebrany Kopeckého vileckem —
dvakrit povrchova krusta zkazdého ctverce do hloubky 5 mm (véetné
kontrol). Odebrané vzorky jsme oznacili a ndsledné¢ ve tmé zamrazili
na teplotu - 40 °C do doby, neZ jsme je v laboratofi vyhodnotili. Laboratorni
prace spoCivaly ve zjiSténi obsahu chlorofylu a na jednotlivych ctvercich.
Pokusem jsme chtéli zjistit, jaké fasy se na jakych pidiach mnoZi nejlépe.
Laboratorni prace jsme provedli ndsledné: zjednotlivych vzorkii jsme
navazili na elektronickych vahach Kern ABS/ABJ 3 gramy pudy, které jsme
presypali do tfeci misky. Nasledné jsme k pudeé pfidali 30 ml acetonu
a 30 sekund tieli bez piitomnosti svétla. Vzniklou suspenzi jsme presunuli
do 100 ml kadinek a postavili na Sikmou plochu. Takto jsme zpracovali
vSechny vzorky. Po 15 minutich jsme z kddinek odebrali vznikly roztok
a napipetovali jej do oznacenych centrifuga¢nich zkumavek (Pf.c. 5).
Nésledné jsme vzorky ve zkumavkach odstredili v centrifuze a minipipetou
prenesli 100 pl jednotlivych surovych extrakti do pifipravené mikrotitraéni
desti¢ky. Jedna fada jamek byla naplnéna Cistym acetonem, ktery slouZil
jako kontrola sprdvnosti méfeni. Extrakty v mikrotitraéni desticce jsme
podrobili méfeni absorbance chlorofylu v piistroji SUNRISE Elisa reader
pfi métené (A = 644nm) a referencni vinové délce (A = 662, 663 a 750 nm).
Obsah chlorofylu byl vypocten podle vzorce McKinney (1941).

Vysledky chlorofylu (Obr.¢. 6 - 9) znazoriiuji mnoZstvi biomasy na dané
plose (Ctverci).

V breznu 2011 jsme provedli dalsi odbéry substratu a zjist'ovali kvalitativn{
sloZeni spolecenstev (Ettl et al., 1988; Komarek, 1998; Stamach, 1966).
Ze sttedu kazdého ctverce jsme odebrali do Petriho misky povrchovou
vrstvu zeminy, kterou jsme zdokumentovali. Nafoceny byly také jednotlivé
ctverce pro kontrolu odhadu pokryvnosti krustami ftas nebo sinic
(Obr.¢.10-13).

V laboratofi jsme zaznamenali nad§ vizudlni odhad pokryvnosti substritu
fasami, sinicemi nebo mechy vzhledem k celkovému mnoZstvi substritu
v Petriho misce. Odhad pokryvnosti jsme zaznamenali do tabulek a ndsledné

ovefili pod binokuldrni stereo lupou. Pro porovniani pokusnych ploch
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s okolim jsme ve vzdalenosti 3 m z kazdé strany z kazdé lokality odebrali
vzorky a taktéZ ov¢fili jejich kvalitativni sloZzeni pod fluorescenénim
mikroskopem (Obr.¢. 14).

Z kazdého vzorku z Petriho misky jsme skalpelem nebo pinzetou odebrali
povrchové vrstvy substritu, vcetné povrchu kaminkt, krust, pidy, atd.
(Ptiloha ¢€.6). Na podlozni sklicko jsme kapdtkem nanesli kapku vody,
do niZ jsme umistili odbér ze skalpelu a prekryli krycim sklickem. Z kazdé
Petriho misky (tedy z kazdého Ctverce) jsme udélali 3 preparaty. Celkem
bylo tedy ze 40 Petriho misek udélano 120 preparatt. Jednotlivé preparaty
jsme nasledn¢ mikroskopovali pod fluorescenénim mikroskopem Olympus
BX51 pod 20ti ndsobnym zvétSenim ve svétle viditelné fluorescence
v oblasti spektra zelené a modré barvy (Pf.¢. 6). Na krycim sklicku jsme
vzdy kontrolovali celé 2 pasy, jak v oblasti modrého, tak zeleného spektra.
Udaje jsme zaznamenavali do tabulky tak, Ze jsme po prohlédnuti viech
3 preparatt z jedné Petriho misky (z jednoho ctverce) zaznamenali vSechny
zjiSténé mikroorganismy (Poulickovd et al., 2001) do tabulky
(Obr.¢. 10 - 14) a zdokumentovali jsme je pomoci fotografii z mikroskopu
(Pt.c. 6).

V neposledni tad€ jsme ovéfili vliv aplikace dolomitického vépence
na substrait Podkrusnohorské a Litovské vysypky. Ze vsech Ctvercii
(vapnénych i nevédpnénich) na jednotlivych plochich jsme odebraly vzorek
pudy a nasledné ve vodném roztoku 1:5 jsme méfili pH metrem se
sklenénou elektrodou pH. Vysledky ze Ctvercii bez vapnéni a s vapnénim

jsme zpramériovali a hodnoty zaznamenali.

4 Vysledky
4.1 Vysledky laboratorniho pokusu

Z vysledku laboratorntho pokusu vyplyvd, Ze cyprisové jily jsou

Vv

tak podzemnich ¢asti vSech sledovanych druhti rostlin na téchto substratech

je statisticky vyznamné vétsi nez na vSech ostatnich ptidach (jednocestna



ANOVA p<0,05). Ostatni ptidy jsou pro rostliny toxické a to do té miry,

Ze vysetd semene ani nenakliCila (Tab.¢. 2 - 4).

Tab.c. 2: Délka nadzemni a korenové cdsti u rostlin na jednotlivych
substrdtech (cm), hodnoty za symbolem = predstavuji smérodatnou
odchylku. Statisticky homogeni skupiny jsou oynaceny stejnymi pismeny
ANOVA Tukey test p<0,05.

Substrat Druhy - &asti rostlin
Sinapis alba Arrhenatherum elatius
kofen stonek kofen stonek
Uhelny jil
(vysypka Litov) 0£0,0a 0£0,0a 0,8+0,05a 13,8+0,9b
Uhelny jil
(vysypka Chodov) 0£0,0a 0£0,0a 0+0,0a 0£0,0a
Cyprisovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 86,8+1,3c| 184,5+3,7c| 110,6+2,7b| 201,4+4,0c
Cyprisovy jil
(Podkrusnohorska
vys.) 35,2+1,2b| 23,3+0,7b| 251,4+3,4c| 602,5+7,5d
Tufitovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 0£0,0a 0£0,0a 0+0,0a 0£0,0a

Tab.c. 3: Délka nadzemni a kovenové cdsti na jednotlivych substrdtech (cm),
hodnoty za symbolem =* predstavuji smérodatnou odchylku. Statisticky
homogeni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny ANOVA Tukey
test p<0,05.

Substrat Druhy - &asti rostlin
Agrostis capillaris Centaurea jacea
Kofen Stonek Koren stonek
Uhelny jil
(vysypka Litov) 0+£0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+£0,0a
Uhelny jil
(vysypka Chodov) 0+£0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+£0,0a
Cyprisovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 24,2+0,7b| 61,3+1,3b| 100,8+1,4b| 108,7+1,3b
Cyprisovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 22,9+0,7b| 63,5+1,5b| 150,3+1,5¢ 260+2,0c
Tufitovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0a
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Tab.c. 4: Délka nadzemni a korenové Ccdsti na jednotlivych substrdtech
(cm), hodnoty za symbolem * predstavuji smérodatnou odchylku. Statisticky
homogeni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny ANOVA Tukey test
p<0,05.

Substrat Druhy - &asti rostlin
Echium vulgare Centaurea stoebe Medicago lupulina
kofen stonek koren stonek kofen stonek
Uhelny jil
(vysypka Litov) 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0 0+0,0a 0+£0,0a
Uhelny jil
(vysypka Chodov) 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0 0+0,0a 0+£0,0a
Cyprisovy jil
(PodkruSnohorska | 12,2+0,5
vysypka) b 25+0,9b| 185+1,9b| 217,9+2,0( 35,1+1,1b| 54,6+1,4b
Cyprisovy jil
(PodkrusSnohorska | 37,2+1,1
vysypka) c 48+1,3c| 132+1,6¢c| 187,6+1,9| 27,5+0,9b| 61,4+1,7c
Tufitovy jil
(Podkrusnohorska
vysypka) 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0a 0+0,0 0+0,0a 0+0,0a
4.2 Vysledky terénniho pokusu
4.2.1 Mnozstvi chlorofylu

Trojcestnd ANOVA s pouzitim terminu odbéru jako kovariaty, nevykazala
zadny statisticky vyznamny vliv lokality, vdpnéni ani inokulace fasami nebo
sinicemi (pro chlorofyl a F=0,60; p<0,425, F=0,45; p<0,778,
F=0,89; p<0,3471). Ze ziskanych tudaji je patrné, Ze v prvnim roce
po aplikaci fas a sinic nijak vyrazné kultury nenartstaly, vyjimkou jsou
vysoké hodnoty chlorofylu a u fasy r. Myrmecia (Obr.€. 6).

V poslednim odbéru (18.03.2010) doSlo k vyraznému ndristu obsahu
chlorofylu a (tento rozdil je signifikantni p<0,05 pro vSechny druhy
inokulaci a kontroly — parovy t test mezi podzimnim a jarnim odbérem).
Vtomto terminu nebylo moZzné odebrat vzorky z né€kterych ctverct
na lokalité, protoze byly jest¢ pod souvislou vrstvou sné¢hu. Lze vSak
predpokladat (dle vysledkii ze vzorki, které se odebrat podafilo), Ze by
neodebrané tfasy mely podobny vyvoj — tedy vyrazny vzrlst populace

(Obr.&. 6-9).
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Plochy na Podkrusnohorské vysypce vykazuji podobny vyvoj jako vysledky
z vysypky Litov. Shodny je také fakt, Ze k vyraznéjSimu namnoZeni sinic
a fas doSlo az pftiblizn¢ za rok od aplikace na pokusné plochy, vyjimkou
jsou vysoké hodnoty chlorofylu a u tasy r. Chlorella (Obr.¢. 9). Z vysledki
i z vizualniho porovnani ploch (Pf.C. 3 - 4) je patrné, Ze biologickou krustu
se vytvofit podafilo. V poslednim odbéru taktéz doslo k vyraznému naristu
obsahu chlorofylu a (tento rozdil je signifikantni p<0,05 pro vSechny druhy

inokulaci a kontroly — parovy t test mezi podzimnim a jarnim odbérem).

Litov vapnéno - chlorofyl a
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Obr.c. 6 : Hodnoty chlorofylu a ras a sinic na vysypce Litov
s vdpnénim, useckou je vyznacena smerodatnd odchylka.

Litov bez vapnéni - chlorofyl a
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Obr. ¢. 7: Hodnoty chlorofylu a Fas a sinic na vysypce Litov

bez vdpneni, tseckou je vyznacena smérodatnd odchylka.
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Skluz vapnéno - chlorofyl a
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Obr.¢. 8: Hodnoty chlorofylu a Fas a sinic na Podkrusnohorské vysypce
(skluz) s vapnénim, tiseckou je vyznacena smerodatnd odchylka.
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Obr.¢. 9: Hodnoty chlorofylu a vas a sinic na Podkrusnohorské vysypce
(skluz) bez vapneni, useckou je vyznacena smérodatnd odchylka.



4.2.2 Fluorescenc¢ni mikroskopie, odhad pokryvnosti a pH

Na zédklad¢ vysledkt chlorofylu a terénniho pozorovani, kde jsme zjistili
vyrazné preristani mezi jednotlivymi ploskami, jsme se rozhodli pomoci
fluorescencni mikroskopie zjistit, zda na plochich osetfenych zvolenymi
druhy fas a sinic prospivd inokulovand fasa ¢i sinice, a nebo doslo
k rozsiteni nékterého z druhd. Prvnim krokem byl odhad pokryvnosti
jednotlivych vzorkit (Obr.c. 10 - 14). Z vizudlni kontroly je patrné,
Ze na obou plochich zlokality nazvané Skluz 1 (Obr.c. 10) a Skluz 2
(Obr.¢c. 11) na Podkru$nohorské vysypce byly patrné krusty fasy rodu
Klebsormidium a velky vyskyt mechti. Na plochich Litov 1 (Obr.¢. 12)
a Litov 2 (Obr.¢. 13) lokality Litovské vysypky vizudlné ptevazovala fasa
r. Klebsormidium, kterd tvofila také krusty, ale v men$i mife nez
na Podkrusnohorské vysypce. Stejné tak byl mensi i vyskyt mecht
na lokalité¢ Litov nez na Podkru$nohorské vysypce. Ani na jedné z ploch
neni prokazatelny pozitivni vliv vapnéni na mnoZstvi fas ani mecht. Tento
fakt ndm pozdéji potvrdili i vysledky fluorescencni mikroskopie.

Vysledky z odbért vzorka z okoli (3 m) ploch ukdzaly, Ze na ploSe Litov
vykazovala jedna plocha porost fas dominovany druhy r. Klebsormidium
a visudlné¢ viditelné krusty. V ostatnich vzorcich nebyly pozoroviny Zadné
fasy. Na Podrusnohorské vysypce byly na vSech kontrolnich vzorcich
zaznamendna fasova spoleCenstva, na kterych pfevazovala fasa
r. Klebsormidium ( Obr.¢. 14).

Vzorky substratli odebrané na lokalité Litov na vapnénych a nevapnénych
plochéch, ukdzaly velky a statisticky vyznamny (t test p<0,05) rozdil v pH,
kde pH na nevdpnéné ploSe bylo 2,9+0,1 a na vipnéné ploSe 5,4+0,3.
Na  Podkrusnoborské vysypce byl rozdil mezi povipnénymi
a nepovdpnénymi tretmenty mensi a to 4,8+0,8 na nevipnéné a 6,5+0,7

na vapnéné ploSe a nebyl statisticky vyznamny.
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fasa plocha | vipnéno odhad pokryvnosti fluorescenéni mikroskopie foto
balitky drobnych kokalnich|}
fas, Pinnularia borealis ,
Radiococcaceae -ohromne
shluky
CHLORELLA Skluz 1 ano  |< 90% mechy a lisejniky| Klebsormidium | mechy
Hantzschia, Pinnularia
borealis , drobné zelené
kokalni Fasy
90-100% mechy a Klebsormidium
CHLORELLA Skluz 1 ne Klebsormidium (velke mn.) mechy
protonemata mechd, zel.
Kokalni, Zygogonium
ericetorum
Klebsormidium | mechy
KLEBSORMIDIUM | Skluz 1 ano 100% Klebsormidium (velke mn.) |(drobné&)
mraky Klebsormidium ,
Pinnularia borealis ,
drobné kokalni na
100% Klebsormidium + | Klebsormidium Easticich, Nostoc
KLEBSORMIDIUM | Skluz 1 ne mechy (krusty) mechy
100% mechy a Klebsormidium
MYRMECIA Skluz 1 ano Klebsormidium (krusty) mechy
shluky bunék zel.Fas,
Nostoc - malé kolonie
100% Klebsormidium +
MYRMECIA Skluz 1 ne mechy Klebsormidium | mechy
Klebsormidium mucosum ,
sarcinogenni balicky
zel.fas, EPF, burky ze
skupiny Radiococcaceas
NOSTOC Skluz 1 ano | 100% mechy a lifejniky | Klebsormidium | mechy
Klebsormidium mucosum ,
Hantzschia , inicidlni
Nostoc a Microcoleus ,
drobné kokalni zelené Fasy
90-100% mechy a
NOSTOC Skluz 1 ne Klebsormidium Klebsormidium | mechy
Pinnularia borealis,
Klebsormidium
crenulatum-
protonemata,
50-60% mechy a Phormidium, kokalni -
KONTROLA Skluz 1 ano Klebsormidium Klebsormidium | mechy Botrydipsis
Pinnularia borealis ,
ojedinéle Phormidium
mechy
Klebsormidium |{protone
KONTROLA Skluz 1 ne 20% mechy (malé mn.) mata)

Obr.c.

10: Odhad pokryvnosti vzorku v procentech, druhové sloZeni

prepardtii a fotografie konkrétnich ctvercii na plose Skluz 1.

Vysledky
z lokality

Pievazna

vizudlniho odhadu pokryvnosti vzorkii v Petriho miskach jsou
na Podkru$nohorské vysypce oznacené Skluz 1 nésledujici:

¢ast vzorkl ztéto lokality je pokryta z 90 - 100% ftasou
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r. Klebsormidium a mechy. Konkrétné¢ 8 Ctverci s inokulaci fasy
1. Chlorella s vapnénim, Chlorella, Myrmecia s vipnénim, Myrmecia, sinice
Nostoc s vapnénim a Nostoc. Jeden ze Ctverci oznaceny jako kontrola
s vapnénim mél vizudlni pokryvnost 50 - 60% a jeden ze Ctvercti oznaceny
jako kontrola byl z 20% pokryt mechy. Odhad pokryvnosti ovéfila nasledna
fluorescenéni ~ mikroskopie,  kterd  potvrdila  pfitomnost  fasy
r. Klebsormidium ve vSech vzorcich pudy. Déle byla zjiSténa piitomnost
mecht, rozsivek Pinnularia borealis, Hantzschia amphioxys, inicialni
Nostoc a Microcoleus, Phormidium, ve velkém mnoZstvi zelené kokdalni
fasy a krom¢ inokulované tasy Klebsormidiu se podafilo ve vzorcich
identifikovat 1 Zygogonium ericetorum a Klebsormidium mucosum
(Obr.c. 10).

Vysledky vizudlniho odhadu pokryvnosti vzorkii v Petriho miskach jsou
z lokality na PodkruSnohorské vysypce oznacené Skluz 2 ndsledujici:
Prevazna cast vzorkl ztéto lokality je pokryta z 90-100% tasou
r. Klebsormidium a mechy. Konkrétn¢ 8 cCtverci s inokulaci fasy
r. Chlorella s vapnénim, Chlorella, Klebsormidium, Myrmecia, sinice
Nostoc s vapnénim a Nostoc, kontrola s vdpnénim a kontrola. Dva Ctverce
oznacené Klebsoridium s vapnénim a Myrmecia s vipnénim s viapnénim
mely vizudlni pokryvnost 60%. Odhad pokryvnosti ovéfila nasledna
fluorescenéni ~ mikroskopie,  kterd  potvrdila  pfitomnost  fasy
r. Klebsormidium ve vSech vzorcich pudy. Dale byla zjiSténa piitomnost
mecht, rozsivek Pinnularia borealis, Hantzschia amphioxys, vét§i mnozstvi
sinice Nostoc, Microcoleus, Phormidium, Leptolyngbya, ve velkém
mnoZstvi kokdlni zelené tasy a kromée inokulované tasy r. Klebsormidium se

podafilo ve vzorcich identifikovat i Klebsormidium mucosum (Obr.C. 11).
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Fasa plocha |vipnéno| odhad pokryvnosti fluorescenéni mikroskopie
Nostoe, shluky kokalnich
zelenych fas

CHLORELLA Skluz 2 ano >90% mechy mechy

CHLORELLA Skluz 2 ne >90% mechy (plodné) mechy

zelenych Fas, koplexy
Microcoleus , velké baligkyf§
Nostoc, Leptolyngbya

KLEBSORMIDIUM | Skluz 2 ano 60% mechy Klebsormidium | mechy

Klebsarmidium , balicky
zel. fas, velké shluky
vétSich zelenych bunék,
ojedinéle fragment LPP ¢i

100% Kleb. idi +
ebsormidium Phormidium

KLEBSORMIDIUM | Skluz 2 ne mechy Klebsormidium | mechy

¢astice se shluky

kokalnich bunék,
Microcoleus vaginatus,
Leptolyngbya, Hantzschia, |§
Klebsormidium mucosum,

60% Klebsormidium + Pl NGSIHE

MYRMECIA Skluz 2 ano mechy Klebsormidium | mechy

Leptolyngbya, Nostoc

90% Klebsormidium +
MYRMECIA Skluz 2 ne mechy Klebsormidium | mechy

Nostoc, shluk kokalnich
zelenych fas

> 90% Klebsormidium +
NOSTOC Skluz 2 ano mechy Klebsormidium | mechy

shluky bunék zelenych fas

100% mechy + Klebsormidium
NOSTOC Skluz 2 ne Klebsormidium (krusty) mechy
Nostoc, shluky zel.fas
90-100% mechy a
KONTROLA Skluz 2 ano Klebsormidium Klebsormidium
shluky zelenych fas,
Leptolyngbya, Nostoc,
inicialni Pinnularia
borealis , v malém
KONTROLA Skluz 2 ne >90% mechy Klebsormidium | mechy e

Obr.¢. 11: Odhad pokryvnosti vzorku v procentech, druhové sloZeni
prepardtit a fotografie konkrétnich ctvercit na plose Skluz 2.
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Fasa plocha |vépnéno] odhad pokryvnosti fluorescenéni mikroskopie
zelené kokalni Fasy na
¢asticich i shlucich
80% mechy a
CHLORELLA Litov 1 ano |klebsormidium Klebsormidium |mechy
velké mn. dorbnych
kokalnich zelenych fas ve
shlucich, sarcinoidni
balicky
CHLORELLA Litov 1 ne  |5-10% mechy Klebsormidium |mechy
jehlici, Navicula cf.
nivalis , Hantzschia - velké
mn., Pinullaria borealis,
kokalni zel. balitky na
Easticich, Nostoc - kratka i
dlouha vlakna, LPP dlouha,
30-40% mechy a Klebsormidium
Cyanothece aerug.
KLEBSORMIDIUM | Litov 1 ano |Klebsormidium (velké mn.) mechy
na &asticich - shluky
vétsich bunék, ojedinéle i
sdlo zelené b., sarc.
balicky, ojedinéle
Hantzschi a, moina
KLEBSORMIDIUM | Litov1 | ne  |90% Klebsormidium __|Klebsormidium Cylindrocystis
velké mn. prazdnych
schranek rozsivek
MYRMECIA Litov 1 ano  |20-30% Klebsormidium |Klebsormidium
sarcinoidni baliky zelenych
fas
mechy
30-40% Klebsormidium |Klebsormidium |(protone
MYRMECIA Litov 1 ne |+ mechy (krusty) mata)
solo buriky zel. fas, sarc.
baligky zel. Ras
Klebsormidium
NOSTOC Litov 1 ano |100% Klebsormidium  |{krusty)
malo vieho!sélo zelené
buriky a balicky zel.ras
makroskopicky 0%, Klebsormidium
NOSTOC Litov 1 ne |jehliéi, kaminky (nepatrné)
KONTROLA Litov 1 ano  |100% Klebsormidium  |Klebsormidium
buriky zelenych kokalnich
fas i ve shlucich
Klebsormidium
KONTROLA Litov 1 ne |0%, jehliéi, kaminky (malé mn.)

Obr.c. 12: Odhad pokryvnosti vzorku v procentech, druhové sloZeni
prepardtii a fotografie konkrétnich ctvercii na plose Litovl.

Vysledky vizudlniho odhadu pokryvnosti vzorkii v Petriho miskach jsou
z lokality na vysypce Litov oznatené Litov 1 nasledujici: Cast vzorki z této
lokality je pokryta z 80 - 100% tasou r. Klebsormidium a mechy. Konkrétné

3 ctverce s inokulaci fasy r. Chlorella s vapnénim, Klebsoridium, sinici
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Nostoc s vapnénim, kontrola s vapnénim. Dva ctverce s inokulaci fasy
r. Klebsormidium s vapnénim a Myrmecia s vapnénim mély pokryvnost
30 - 40%. Pokryvnost 5 - 20% vykazovaly cCtverce oSetiené fasou
r. Chlorella a Myrmecia s vapnénim. Na Ctvercich oSetfenych sinici Nostoc
a Ctverci kontrola nebyly pozoroviny Zzadné fasy ani mechy. Odhad
pokryvnosti ovéfila néslednd fluorescencni mikroskopie, kterd potvrdila
ptitomnost fasy r. Klebsormidium v 9 z 10 vzorcich pudy. Déle byla zjisténa
pfitomnost mechi, rozsivek Pinnularia borealis, Hantzschia, Navicula
(Luticola) nivalis, inicidlni Nostoc, Navicula nivalis, masové mnoZstvi
zelenych kokélnich fas (Obr.C. 12).

Vysledky vizudlniho odhadu pokryvnosti vzorkii v Petriho miskach jsou
z lokality na vysypce Litov oznacené Litov 2 nasledujici: Tti Ctverce
oSetfené tasou r. Chlorella s vapnénim, Chlorella a kontrola s vapnénim
maji pokryvnost 80 - 100%. Tti ¢tverce s pokryvnosti 50 - 60 % byly
oSetfeny sinici Nostoc, tasou r. Klebsormidium s vapnénim a kontrola.
Ctverec ofetfeny sinici Nostoc s vdpnénim mél pokryvnost 30 - 40%.
Ctverec s inokulovanou fasou r. Klebsormidium mél pokryvnost 20% a dva
Ctverce byly pokryty méné nez 5% mechem a to Ctverce oSetfené fasou
r. Myrmecia s vapnénim a Myrmecia.

Odhad pokryvnosti ovéfila ndslednd fluorescencéni mikroskopie, ktera
potvrdila pfitomnost fasy r. Klebsormidum ve vétsSiné vzorcich ptd. Dale
byla zjiSténa pfitomnost mechl, rozsivek Hantzschia, Microcoleus,
Phormidium, Zygogonium, Leptolyngbya, Navicula nivalis, ve velkém
mnoZzstvi zelené kokalni tfasy a kromé inokulované tasy r. Klebsormidium

se podaftilo ve vzorcich identifikovat i Klebsormidium mucosum (Obr.c. 13).
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fasa plocha Jvipnéno| odhad pokryvnosti fluorescenéni mikroskopie
na velkych éasticich -velké | S
mn. kokalnich fas,
Hantzschia
Klebsormidium
CHLORELLA Litov 2 ano |70-80% Klebsormidium |{velké mn.)
100% Klebsormidium , |Klebsormidium
CHLORELLA Litov 2 ne |jehliéi (krusty)
dost Phormidium - dlouhé
i kratké, moina i
Microcoleus , Hantzschia
amphioxys , trochu
Klebsormidium Klebsormidium, ojedinéle
KLEBSORMIDIUM)| Litov 2 ano |60% Klebsormidium (krusty) mechy |Zygogonium ericetorum,
kokalni zel., 10 sinicowych g
bunék, kratké Phormidium
- trosku
20% mechy a
KLEBSORMIDIUM | Litov 2 ne Klebsormidium
Hantzschia, Zygogonium
ericetorum. Moind i
Botrydiopsis
MYRMECIA Litov 2 ano  |<5% Klebsormidium Klebsormidium
mechy ve velkém mn.,
Pharmidium ,
mechy |Leptolyngbya , baliky
(velké |zelenych fas, Hantzschia,
MYRMECIA Litov 2 ne  [<5% mechy mn.) Navicula nivalis
shluky a kokalni zel.fasy -
velké mn., i velké shluky
velkych bunék
30-40% Klebsormidium {Myrmecoidni), 1 maly
NOSTQC Litov 2 ano |+ mechy Klebsormidium fragment Phormidium
balicky kokalnich zelenych
fas
50-60% mechy a
NOSTOC Litov 2 ne Klebsormidium Klebsormidium |mechy
kokalni zelené - sélo i
sacrinoidni balitky, i
Myrmecia - baliky,
ojedinéle sinice -
KONTROLA Litov 2 ano  |B0% Klebsormidium Klebsormidium Phormidium, Microcoleus
Phaormidium, inicialni
Leptolyngbya, Hantzschia,
Klebsormidium mucosum,
60% Klebsormidium + Microcoleus vaginatus
KONTROLA Litov 2 ne mechy Klebsormidium |mechy

Obr.c. 13: Odhad pokryvnosti vzorku v procentech, druhové sloZeni

prepardtii a fotografie konkrétnich ctvercii na plose Litov 2.
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Vysypka plocha |vapnéno| odhad pokryvnosti fluorescenéni mikroskopie
drobné baligky kokalnich
Litov 1 ne 0% zjisténo vizudlng zelenych fas
zelené kokalni fasy - malé
mn., prazdné stranky
Litov 2 ne 30% Klebsoridium Kiebsoridium rozsivek
Litov 3 ne 0% zjisténo vizudlné bez ndlezu
inicidlni Nostoc, baligky
Litov 4 ne 0% zjisténo vizudlné kokdlnich zelenych Fas
Hanzschia , inicidlni Nostoc, k
drobné shluky zel.kokalnich
Podkrusnohorskd 1 ne 60% Klebsoridium Klebsoridium fas
Hanzschia, Pinullaria
barealis, Leptolyngbya,
Podkruinohorskd 2 ne 70% Klebsoridium , mechy| Klebsoridium mechy |zelené kokdlni fasy
drobné mn. zelenych
Podkruinohorska 3 ne 30% Klebsoridium Klebsoridium kaokélnich fas, Hanzschia
bali¢ky drobnych kokalnich
tas, Pinnularia borealis ,
o Radiococcaceae
Podkruinohorskd 4 ne =60% Klebsormidium, me  Klebsoridium | mechy
v . . v .
Obr.¢. 14: Odhad pokryvnosti vzorku v procentech, druhové sloZeni
2,0 P v o .
prepardtit a fotografie konkrétnich  Ctvercit na  vysypce

a Podkrusnohorské vysypce.

Vysledky vizudlniho odhadu pokryvnosti vzorkii v Petriho miskach jsou
z kontrolnich odbérti substratu ze vzdalenosti 3 m od pokusnych ploch
na lokalit¢ Podkrusnohorské vysypky a vysypky Litov nésledujici:
Z odebranych vzorki z lokality Litov mé¢ly 3 ¢étverce vizudlni pokryvnost
0 % a jeden ctverec byl pokryt ze 30 % ftasou r. Klebsormidium.
Pfi ndslednd fluorescencni mikroskopii se ndm vizudlni odhad pokryvnosti
potvrdil. Identifikovali jsme jeSté drobné balicky zelenych kokdlnich fas,
prazdné schranky rozsivek (jen malé mnoZstvi) a inicidln{ sinici Nostoc.

7 odebranych vzorki na lokalit¢ Podkru$nohorské vysypky mély 3 ctverce
pokryvnost 60 - 70 % tasou r. Klebsormidium a mechy, jeden Ctverec byl
pokryt ftasou .
na Podkrusnohorské vysypce ovéfila nasledna fluorescenéni mikroskopie,
ktera potvrdila ptitomnost fasy r. Klebsormidium ve vSech vzorcich. Déle
jsme identifikovali mechy, rozsivku Hantzschia, Pinullaria borealis,

Radiococcaveae, inicidlni sinici Nostoc a znacné mnozstvi zelenych

kokélnich tas (Obr.cC. 14).

Klebsormidium jen ze 30 %.

Odhad pokryvnosti
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5 Diskuse

Z celkovych vysledkt vyplyvd, Ze cyprisové jily na Podkrusnohorské
vysypce jsou vyhodné€j$im substratem pro rust rostlin nez uhelné a tufitové
ktery sledoval toxicitu 46 rtuznych vysypkovych substrati pro roupici
Enchytraeus crypticus. Porovnani ristu semenacki (Tab.¢. 2) a vlastnosti
vysypkovych substrati (Tab.¢. 1) ukazuje, Ze toxicita substritii po tézZb¢
muze mit vice pfiCin. Plochy, které jsme identifikovali jako toxické, mély
nizké pH, vyS$si obsah polyfenolt a dostupného hliniku (Tab.¢. 1). U dvou
z nich pfesahovaly hodnoty arsenu hodnoty piipustné pro zemédélské pudy
(Ministerstvo Zivotniho prostiedi, 2002). To opét souhlasi s vysledky Frouze
et al. 2005, ktery udava, Ze toxicita substratii koresponduje s nizkym pH,
které také zvySuje rozpustnost hliniku a dalSich kovt, které mohou pftispivat
k toxicité substratd (Van Gestel, 1992; Posthuma et al., 1988). Nicméné
nekteré substraty mohou byt toxické v dusledku vysoké koncentrace iontl
(Frouz, 2005; Buekers, 2010). Pady, na kterych probihal terénni pokus lze
oznacit za fytotoxické, proto jsme pro vytvoreni biologické krusty vybrali
sinice a fasy, které jsou schopné ptezivat v oblastech s vysokou koncentraci
soli a extrémnimi hodnotami pH (Kalina, 2005). Dalsi vyhodnou vlastnosti
téchto organismtt pro vytvofeni biologickych krust, je jejich rychla
schopnost regenerace, ktera je zdsadni na plochdch s ¢astymi disturbancemi
(at’ uz se jednd o poustni duny Ci vysypkové substrity). Tato vyhodnd
schopnost byla v pribéhu né€kolika let zkoumdna a prokdzdna na piseCnych
dunach v Izraeli (Kindron, 2007; Kidron et al., 2009; Kidron et al., 2010b)
a piscitych substratech v Holandsku (Pluis, 1994). Vyskyt fas byl prokdzin
nejen na vysypkach na Sokolovsku, ale byl dokumentovan a zkouman také
na plochdch po t€Zb¢ uhli na Mostecku (LukeSové et al., 1987).

Vysledky terénniho pokusu, spocivajicim ve stanoveni obsahu chlorofylu a
na pokusnych plochiach, se ve vSech odbérech nijak vyrazné nelisi
od mnozstvi chlorofylu a na kontrolach (Obr.¢. 4 - 11). To by naznacovalo,
Ze inokulace ploch fasami a sinicemi nemd Zadny vliv na tvorbu fasové
krusty na téchto lokalitdch. V poslednim odbéru doslo k prudkému nartstu

obsahu chlorofylu @ na vSech sledovanych variantich vcetné kontrol.
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To by mohlo znamenat, Ze vtomto obdobi doSlo na vSech plochich
k nardstu fas a sinic, a nebo, Ze inokulovana spolecenstva prerostla ze svych
vymezenych ctvercii do okoli véetné kontrol. SkuteCnost, Ze se tak stalo
na vSech plochédch soucasné podporuje i vizudlni posouzeni plochy a sloZeni
spoleCenstva, které je na vSech plochich s dominanci druhu
1. Klebsormidium.

To hovoii spiSe pro druhou moznost, ze za pitiznivé vlhkosti pudy pierostly
fasy r. Klebsormidium vSechny ostatni treatmenty. Velikost kontrolnich
¢tverct (0,5 m) se tedy jevi jako nedostaCujici. Zjisténi, Ze doslo
k preriistani krust do ostatnich ploch také podporuje fakt, Ze na Velké
Podkrusnohorské vysypce se zdd byt podobny vyvoj fas i na kontrolnich
plochich a je proto pravdépodobné, Ze inokulace neméla zdsadni vliv pro
rozvoj fasového spolecenstva. To potvrzuje i nalez tas r. Klebsormidium
na této plose béhem piedchoziho prizkumu (LukeSova, 1987). Naproti tomu
predchozi prizkum na Litovské vysypce neukdzal fasy Zadné a i kontrolni
odbéry provedené na konci pokusu zaznamenaly fasy pouze na jedné ze Ctyt
kontrolnich ploch. To by nasvéd¢ovalo tomu, Ze inokulace na této plose
vyrazn€ podpofila rozvoj fasové krusty. Z hlediska tvorby krust je zdsadni
zejména zelena tasa r. Klebsormidium s vlaknitou stélkou, kterd tvoii snaze
biologické krusty. To doklddaji i fotografie pofizené na Litovské vysypce
v bfeznu 2011 (P1il.€.5). Ke stejnému vysledku dospél ve svych studiich
na pisecnych substratech v Holandsku i Pluis (1994).

Z mnozstvi chlorofylu a v pribéhu roku 2009 lze usuzovat, Ze pfestozZe
doslo k zaloZeni pokusu v ¢asné jarnim obdobi, vlhkost zfejmé nebyla
dostacujici, aby mohlo dojit k vyraznéjsimu namnoZeni fas. K vyraznému
ndristu fas a sinic doslo pres dlouhé zimni obdobi, kdy bylo na substratech
veétsi mnozstvi povrchové vlhkosti. Toto zjisténi potvrzuje i vyzkum
biologické krusty v Holandsku (Pluis, 1994). V dalSich pokusech by bylo
vhodnéjsi aplikovat fasy v podzimnim obdobi, aby byla zajisténa dostate¢na
vlhkost, kterd je jednim z hlavnich parametrti pro jejich rtst. Tento fakt
podporuji i studie z Negevské pousté v Izraeli, kde byla zjiSténa pozitivni
korelace mezi obsahem chlorofylu a vlhkosti v pribéhu dne. (Kidron et al.,
2000; Kidron et al., 2002; Kidron et al., 2009; Kidron et al. 2010a; Levin

et al.,, 2007). Déle bylo zjisténo, Ze posun biologické krusty negativné
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koreloval s posunem slune¢niho zifeni v pribéhu dne (Kidron et al,
2010b). Vyzkumem bylo prokdzéano, Ze zatimco fyzikdlni podminky uréuji
druhové sloZeni, a tedy typ krusty, krusta je zase odpovédnd za fyzikaln{
vlastnosti povrchu, které mohou do zna¢né miry ovlivnit ekologické
a geomorfologické procesy (Zhao et al., 2010).

Po zjisténi, Ze doslo k prertstani fas do ostatnich ploch, jsme se rozhodli
k odbéru vzorkit a pomoci fluorescencni mikroskopie ovéfit, zda jsou
na danych cCtvercich inokulované ftasy, ¢i pfevladly jen nckteré rody.
Z vysledku jasné vyplyva, Ze na zvolenych lokalitdch se nejvice namnozila
a nejlépe rozsitila fasa Klebsormidium. Jen ve 2 vzorcich (ze 120) byly
zjistény buiiky fasy rodu Myrmecia a v n¢kterych také ptitomnost inicidlni
sinice Nostoc. Inokulovana tasa Chlorella ani na jedné z ploch nebyla
zjisténa. Nejenom, 7Ze se fasa r. Klebsormidium vyskytovalo na drtivé
veétsing ¢tverct, ale také vytvotila viditelné krusty (Pril.¢. 5).

Krusty tasy Klebsormidium byly identifikoviny na Podkru$nohorské
vysypce i na vysypce Litov. Na Podkrusnohorské vysypce, narozdil
od Litova, se ve vétsim mnoZstvi objevovaly mechy. Na obou lokalitich
byla zjiSténa pifitomnost také jiného Klebsormidia, nez jsme na lokality
nanesli, a to Klebsoridia mucosum, které se na plochy pravdépodobné
dostalo z blizkého okoli pokusnych ploch. Tento jev koresponduje
i svyzkumem Rydgrena et al. (2011), jehoZ vyzkum ukazal,
Ze po ponechani ploch primarni sukcesy se vegetacni kryt zfas, mechi
a liSejnikt podobal vegetatnimu krytu v blizkém okoli. Lze tedy potvrdit,
Ze druhova skladba kopiruje sukcesni trajektorii ve sméru vegetace v okol{
(Rydgren et al,. 2011). VySe zminéné pravdépodobné souvisi i s vyskytem
vétstho mnozstvi mechit na plochiach z Podkru$nohorské vysypky
nez z Litova. Bezprostiedni okoli ploch na Podkrusnohorské vysypce
je vyraznym zdrojem mechd, at’ uz se jedna o blizky porost né¢kolika stromt
biizy bélokoré (Betula pendula) nebo o velkou plochu s porostem travin
(Pr.c. 2).

Na Litovské vysypce byly fasy zaznamendny pouze v jednom kontrolnim
vzorku, a taktéZ dlouhodobé studie na sousedni substratové podobné plose

provadéné pred zaloZenim pokusu nepotvrdili presenci fas (Hr¢kovd, 2008).
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To svéd¢éi o tom, Ze na ploSe Litov méla inokulace vyznamny stimulacni
vliv pro rozvoj spolecenstva.

Statisticky vyznamny vliv vidpnéni substrati byl prokdzan pouze na vysypce
Litov. Na Podkru$nohorské vysypce prokdzan nebyl, pfestoZe pH na obou
plochdch vlivem vdpnéni vzrostlo. Uprava pH vdpnénim viak neméla
prokazatelny vliv ani na mnoZstvi chlorofylu, ani na mnozZstvi a diverzitu
mikroorganismi v substratech.

Podaftilo se vytvofit biologické krusty na substratech, které byly pro vyssi
rostliny fytotoxické. Toto zjiSténi potvrzuje i LukeSovd a Komdrek (1987),
kterd se zabyvala rozsifenim fas a mechorosti na toxickych substratech

v severoceském Most¢, kde potvrdila moznost téchto organismii osidlovat

extrémni stanoviste.
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6 Zavér

Uhelné a tufitové jily jsou vysypkové substraty, které jsou vyrazné
nepiiznivé pro rast rostlin. Naopak na cyprisovych jilech je rast rostlin
za jinak ptihodnych vlhkostnich podminek pomérné rychly.

Vytvoteni biologické krusty je jednou z moZnosti, jak pozitivné ovlivnit
vlastnosti substrat, tedy i fytotoxickych pud vznikajicich navdZenim
materialu pfi povrchové t€zb¢ uhli.

Terénni pokus potvrdil, Ze biologickou krustu lze na danych fytotoxickych
plochiach vytvorit, aniZ by musely byt oSetfeny dolomitickych vdpencem.
Jediny rod fasy ztestovanych, ktery mize na téchto pidach prezit
a namnozit se, azZ do té miry, aby vytvofil krusty, je prokazatelné¢ rod
Klebsormidium. Zavérem lze tedy fici, Ze se podafilo vytvoftit biologickou

krustu a tim ptispét ke zmirnéni toxicity vysypkovych substratt.
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8 Prilohy

Ptiloha ¢. 1 : Odebrané vzorky substratt k laboratornimu pokusu.

Substrat €. 1: Uhelny jil z vysypky Litov (foto: L. Venclovska).

Substrat ¢.2: Uhelny jil z vysypky Chodov (foto: L. Venclovska).

Substrat ¢.3: Cyprisovy jil z Podkru$nohorské vysypky (foto: L. Venclovska).
Substrat ¢.4: Cyprisovy jil z Podkrusnohorské vysypky (foto: L. Venclovska).
Substrat ¢.5: Tufitovy jil z Podkrusnohorské vysypky (foto: L. Venclovskad).

Piiloha ¢. 2: Zalozeni terénniho pokusu.

ZalozZeni pokusu na Podkrus$nohorské vysypce (vlevo) a vysypce Litov

(vpravo) (foto: J. Frouz).
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Oznaceni pokusnych ploch na vysypce Litov (foto: L. Veclovské).
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Pokusné plbcy na Podkrugnohorské v sypcé zvané Skluz 1 a Skluz 2
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Schéma rozmisténi ploch pro terénni pokus na vysypce Litov, zplisob oSetfeni
véetné vyznaceni vapnéni bilou barvou. Zelena kola oznacuji porost jehli¢nant,

modra barva vodu a Seda barva vrasy v pade.
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Profil terénu na V}’/syce Litov.
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Schéma rozmisténi ploch pro terénni pokus na PodkruSnohorské vysypce,
zptisob ofetieni ploch véetng vyznadeni vapnéni bilou barvou. Zluta barva
znaci travnaty porost, svétle zelend mechy a zelené oblouky porost listnatych

stromi (pfevazné biizy bélokoré).
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Profil terénu na Podkrusnohorské vysypce.

Priloha €. 3: Odbér vzorka ze dne 27.07.2009.

Biologické krusty na vysypce Litov (fot: L. eclovké).
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Priloha ¢. 4: Odbér vzorku ze 18.03.2010.

Pokusné plochy na lokalité Litov (foto: L. Venclovska).
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iologcké sta na Podkrusnohorské vysypce foto: L. Venclovska).

Priloha ¢. 5: Odbér vzorku 30.03.2011

Ukdzka krusty Klebsormidia na Ctverci oSetfeném vapnem na plose
Skluz 1 (foto: L. Venclovska).

B
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sormidia na ¢tverci oSetfeném sinici Nostoc

i v v ] : ,Jl:?f e
Ukazka krusty Kleb

na plose Skluz 2 (foto: L. Venclovska).
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Ukdazka krusty Klebsormidia na Ctverci oSetfeném sinici Nostoc

i(‘-s{ Zan & D ’i,\ oy N 3 “\ N
Ukdazka krusty Klebsormidia na Ctverci oSetfeném fasou Chlorella
na plose Litov 1 (foto: L. Venclovska).
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vysypce (foto: L. Venclovska).

" Sy a Wy , . )
Splachy pod pokusnymi plochami v depresich na lokalit¢ na Litovské
vysypce (foto: L. Venclovska).
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Splachy po pokus'njzmi plochai v dresich
vysypce (foto: L. Venclovskd).

Piiloha ¢. 6: Fluorescen¢ni mikroskopie

Zpracovani preparatd pro fluorescencni mikroskopii ze vzorki pid
(foto: L. Venclovska).
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Snimek ¢.1: Klebsormidium ze svételného mikroskopu prepardtu z pudy
oSetfené Klebsormidiem na plose Skluz 1(foto: L. Venclovska).

Snimek ¢.2: Klebsormidium z fluorescencniho mikroskopu z preparatu
z pudy osetfené Klebsormidiem na plose Skluz 1 (foto: L. Venclovska).

Snimek ¢.3: Klebsormidium z fluorescenéniho mikroskopu preparatu z pudy
oSetfené Chlorellou na plose Litov 1 (foto: L. Venclovska).

Snimek ¢.4: Klebsormidium a sinice Nostoc z fluorescen¢niho mikroskopu
prepardtu z pidy oSettené Chlorellou na plose Skluz 1 (foto: L.
Venclovska).
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Snimek ¢.5: Sinice Nostoc z preparatu z pudy oSetfené Klebsormidiem
s vapnénim na plose Skluz 2 (foto: L. Venclovskd).

Snimek ¢.6: Sinice Microcoleus vaginatus z preparatu z pidy oSetfené
Myrmecii s vapnénim na plose Skluz 2 (foto: L. Venclovskd).
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