Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Ekologie

Bc. Andrea BuresSova

SloZeni a aktivita mikrobidlniho spolecenstva béhem rozkladu rostlinného opadu na dvou
kontrastnich lokalitach

Composition and activity of microbial community during decomposition of plant litter on two
contrasting localities

Diplomova prace

Skolitel: RNDr. Markéta Mareékovd, PhD.

Praha, 2015



Prohlaseni:

Prohlasuji, Zze jsem zavére¢nou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prdce ani jeji podstatna cast

nebyla predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 4.5.2015

Podpis



Podékovani

Rada bych timto podékovala predevsim své Skolitelce RNDr. Markété Mareckové,
PhD. za vedeni, pomoc a cenné rady béhem vypracovani této diplomové prace. Dale
bych chtéla podékovat Ing. Janu Kopeckému, PhD. za pomoc s praci v laboratofi a
béhem vypracovani této prace. Také bych rada podékovala za pomoc prof., RNDr.
Adamu Petruskovi, PhD. Velké diky patfi i RNDr. Petru Baldrianovi, PhD. za moZnost
provedeni casti analyzy v laboratofi Mikrobiologického Ustavu Akademie Véd.
V neposledni rfadé bych rada podékovala viem clenim laboratofe Vyzkumného
Ustavu rostlinné vyroby, predevSim Mgr. Pavle Prlchové, a Mikrobiologického
Ustavu Akademie Véd, predeviim Mgr. Martiné Stursové za pomoc v laboratofi a

ochotu.



Abstrakt

Rozklad organické hmoty v pidé je ovlivnén abiotickymi a biotickymi faktory, jejichz role
se méni v zavislosti na lokalité, organickém substratu a fazi rozkladu. PGdni mikrobialni
spolecenstvo zasahuje do procesu rozkladu rostlinného opadu rliznym zplsobem, a to se
projevuje napfiklad zménami jejich abundance a produkci enzym( rozkladnych proces(. Tato
prace poskytuje nové informace o odliSnosti pribéhu rozkladu rostlinného opadu v padni
opadové vrstvé in situ, v zavislosti na environmentalnich podminkach prostfedi a sloZeni
rostlinného opadu. Prace se soustfeduje na stanoveni vztahu mezi dvéma hlavnimi
skupinami pldnich mikrobialnich rozklada¢l hub a aktinobakterii, o jejichz vztahu v tomto

kontextu zatim existuje jen malo informaci.

Vliv vybranych faktor( na rozkladné procesy byl sledovan pomoci experimentu s
opadovymi sacky. Ty byly naplnény rostlinnym opadem odliSnych vlastnosti. Astragalus
exscapus z celedi Fabaceae je charakteristicky vyssim mnozstvim dusiku ve svych pletivech,
Fagus sylvatica zase obsahuje velké mnozstvi uhliku a ligninu a Carex humilis ma o néco
méné uhliku nez Fagus sylvatica a tadi se svym slozenim mezi Fagus sylvatica a Astragalus
exscapus. Opadové sacky (litterbags) se tremi druhy rostlinného substratu, byly polozeny
pod opadovou vrstvu plady na obou kontrastnich lokalitach. Ve dvoumésicnich intervalech v
priabéhu roku 2011-2012 byly odebirany a vaZeny. Spolu s opadovymi sacky byla také
odebirdna okolni puda. Z rostlinného materialu a okolni pldy byla izolovana celkovd DNA a
provedena analyza kvantitativni real time PCR s primery pro 165/18S rRNA geny. Dale byla
analyzovana enzymova aktivita a prvkové sloZeni rostlinného opadu. Na lokalitdch bylo

stanoveno pH a v pribéhu experimentu byly také méreny vihkost a teplota pdy.

Vysledky této prace ukazaly substratové specifickou enzymovou aktivitu, kterd se
ménila béhem rozkladu mezi obéma lokalitami. Celkové vétsi aktivity enzym( byly
zaznamenany u exocelulaz ve Vidni, u endoceluldz na Obliku a u oxidaz byla maxima pro
jednotlivé enzymy namérena rzné. SloZeni spolecenstva mikrobidlnich rozkladacd bylo, az
na vyjimky, charakteristické vyssim pomérem aktinobakterii nez hub na obou lokalitach.

Houby se projevily jako substratoveé specifické mikroorganismy a aktinobakterie naopak jako



lokdlné specifické. Obé dvé skupiny mikroorganismui spolu pozitivné korelovaly a negativné
zase korelovaly s hmotnosti rostlinného opadu. S aktivitou nékterych enzymu pozitivné
korelovaly pouze houby a aktinobakterie naopak negativné, pricemzZz aktinobakterie
korelovaly s vétsim mnoZstvim jednotlivych enzymd, i kdyz negativné, v porovnani s
houbami. Z experimentu vyplyva, Ze aktinobakterie vyuZzivaji k heterotrofnimu rlstu na

opadu jiné enzymy, nebo pfimo jiné strategie nez houby.



Abstract

Decomposition of organic matter in soil is influenced by abiotic and biotic factors and
their role is different depending on site, organic substrate and its decomposition phase. Soil
microbial community influences soil organic decomposition process in a different way, which
is manifested, for example, by changes of microbial abundance and production of
extracellular enzymes. The thesis aimed in determining relationship of two main soil

microbial decomposers groups - fungi and actinobacteria in decomposition processes in situ.

The impact of selected factors on decomposition processes were determined by
experiment with litterbags, which were filled with litter of plant with different properties.
Astragalus exscapus from the Fabaceae family contains high amounts of nitrogen in the
tissues, Fagus sylvatica contains high amounts of carbon and lignin and Carex humilis has
less carbon in the tissues than Fagus sylvatica falling in tissue element composition between
Astragalus exscapus and Fagus sylvatica. Litterbags with three plant species were put under
a litter layer at both contrasting sites. Litterbags and samples of soil were collected every
two months during the years 2011-2012. Each litterbag was weighted, DNA was isolated
from litter and soil samples and analyses of quantitative real time PCR with 165/18S rRNA
primers were performed. Enzymatic activities, element composition were also analysed in
plant litter. Above that soil pH, humidity and temperature were assessed during the

experiment.

Results of the thesis showed substrate specificity of enzyme activities and differences
between sites during decomposition. Overall, higher exocellulase enzyme activities were
detected in Vienna, while higher endocellulase enzyme activities were detected in Oblik.
Variable oxidase activities were detected at both sites. Soil microbial decomposer
communities were typical by dominance of actinobacteria over fungi at both sites. Fungi
proved to be a substrate specific microorganism as opposed to actinobacteria that proved to
be a local specific microorganisms. Both microbail groups correlated positively with each

other and correlated negatively with dry weight of plant litter. Positive correlation between



enzymatic activities and fungi were observed opposite to actinobacteria, that correlated
negatively with enzymatic activities, while correlation with greater number of enzymes of
actinobacteria were observed in comparison to fungi. This experiment shows, that

actinobacteria use different type of enzymes or different strategies than fungi for

heterotrophic growth.
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1 Seznam zkratek

16S/18SrRNA  Gen kddujici ¢ast malé ribozomalni podjednotky prokaryot/eukaryot

ANOVA Analyza variance

ABTS 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazolin- 6-sulfonova kyselina
Azo-CM-celulosa Karboxymetyl celulosa

Azo-xylan Xylan z bfezového dreva

DMAB 3,3-dimethylaminobenzoova kyselina

CTAB Cetyl trimethylamonium bromid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EDTA 2,2, 2, 2-(ethan-1,2-diyldinitrylo)tetraoctova kyselina
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
MUF Methylumbellyferol

MUFaG 4-methylumbellyferyl-a-D-glukopyranosid

MUFC 4-methylumbellyferyl-N-celobiosid

MUFG 4-methylumbellyferyl-B-D-glukopyranosid

MUFL 4-methylumbellyferyl-B-D-galaktopyranosid

MUFM 4-methylumbellyferyl-B-D-manopyranosid

MUEFN 4-methylumbellyferyl-N-acetylglukozaminid

MUFP 4-methylumbellyferyl-fosfat

MUFX 4-methylumbellyferyl-B-D-xylopyranosid



MUFY 4-methylumbellyferyl-B-D oktanoat
gPCR Kvantitativni polymerazova retézova reakce
TAE Tris-acetat-EDTA

MBTH 3-methylbenzthiazolinon-2-hydrazon



2 Uvod

PUdni prostredi je hlavni zasobarnou uhliku v terestrickych ekosystémech. Hlavnim
zdrojem tohoto uhliku jsou rostlinné zbytky, které se do pldy dostavaji jednak ve formé
kofenl, nebo jako opad z odumfrelych nadzemnich ¢asti rostlin na padni povrch. Tyto
rostlinné zbytky vytvareji svrchni opadovou vrstvu, jez je brzy kolonizovana puadnimi
mikroorganismy, které zac¢nou rostlinny opad degradovat. Mikrobialni rozklad zahrnuje
proces mineralizace, kdy dochazi k preméné organickych latek zrostlinného opadu na
anorganické anebo proces imobilizace (humifikace), kdy se organické latky zaclenuji do
mikrobidlni biomasy (Schmidt et al., 2011). Intenzivnéjsi mineralizace organické hmoty
vyUstuje predevsim ve vys$si produkci CO, do ovzdusi, kterd tak muaze podpofit globalni
klimatickou zménu (Schlesinger, 1984). Pravé timto spojenim mikrobidlniho rozkladu s
globalni klimatickou zménou se zabyva v poslednich letech mnoho studii (Jumpponen et
Jones, 2014; Lam et al., 2014). Na pribéh a zplsob, jakym se budou organické latky
z rostlinného opadu rozkladat, maji vliv rlizné biotické a abiotické faktory, které se mohou

promeénovat v rizné ¢asové i prostorové skale (Song et al. 2010).

Mezi hlavni abiotické faktory ovliviujici prabéh rozkladu patfi klima, kvalita a kvantita
rostlinného opadu a pUdni vlastnosti. Klima se projevuje pfedevSim srazkovym uUhrnem a
teplotou ovzdusi. Srazky ovliviuji vlhkost pldy, mnoZstvi dostupné vody a kysliku pro
mikrobidlni rozkladace (Lee et al., 2014; Fierer et Schimel, 2002). Zmény teploty plsobi na
rychlost rozkladu rostlinného opadu, ale také na rychlost mineralizace organické hmoty
(Allison and Treseder, 2011). Chemické sloZeni rostlinného opadu ovliviiuje rozklad, protoze
mnozstvi Zivin a obsah |épe nebo hlre rozloZitelnych latek urcuje, jaké spolecenstvo
mikroorganismU jej bude rozkladat (O’Neill and Norby 1996; Hattenschwiler et al. 2005; Ge
et al. 2013). DalSim faktorem, ktery rozklad silné ovliviiuje, je pldni pH. VSechny abiotické
faktory tedy ovliviuji rychlost rozkladu nepfimo prostfednictvim vlivu na Cinnost, diverzitu a

Cetnost padnich rozkladaca.

Uloha mikroorganism0 v rozkladné &innosti byla zkoumana z mnoha hledisek. Jak se
mikroorganismy podileji na rozkladu rostlinného substratu lze zjistit pomoci urceni jejich
biomasy, kterd ale nemusi nutné poskytnout informaci o jejich rozkladné aktivité (McGuire
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et Treseder, 2010). Tuto informaci muZe napfiklad poskytnout analyza aktivity
extracelularnich enzymu. Ty jsou produkovany houbami i bakteriemi, nicméné ucinnéjsi
rozkladnd aktivita téchto enzym( je prisuzovadna pravé houbam. Ty jsou diky této schopnosti
a kolonizaci substrdtu pomoci hyf pokldddny za dominantni rozkladace v terestrickych
ekosystémech. Jejich hlavnimi konkurenty béhem rozkladu jsou povazovany vldknité
bakterie patfici do kmene Actinobacteria (Jayasinghe et Parkinson, 2008; De Boer et al.,
2005). Podil na rozkladu téchto dvou hlavnich mikrobidlnich skupin spole¢né vsak nebyl

nikdy in situ v prabéhu roku studovan.

Cilem této prace je vysvétlit, jsou-li Ubytek rostlinného opadu, sloZzeni mikrobialniho
spolecenstva a jeho aktivita vice ovlivnény odliSnymi abiotickymi faktory prostredi nebo
rdznym druhem rostlinného opadu v case. Béhem jednoho roku byl stanoven ubytek
hmotnosti tfi druh( rostlinného opadu liSiciho se chemickymi charakteristikami na dvou
kontrastnich lokalitach, které se liSily pUdni vlhkosti, teplotou, rostlinnym porostem,
hodnotou pldniho pH a mnozZstvim organické hmoty. Zaroven byl béhem rozkladu stanoven
pomér aktinobakterii a hub v mikrobidlnim spoleCenstvu a produkce nékolika skupin

extracelularnich enzyma, které poskytnou informaci o aktivité mikrobialniho spolecenstva.

Hlavni hypotézy:

e Hmotnost rostlinného opadu se méni v ¢ase podle jednotlivych lokalit a v zavislosti na
druhu opadu, pficemZz nejmensi ubytek bude zaznamenan u hlfe rozloZitelného
rostlinného opadu na lokalité, kde panuji horsi podminky pro mikrobidlni rozklad

(pfedevsim nizsi pH, dominance hub).

e Jednotlivé enzymy budou substratové specifické, jejich aktivita se bude ménit pro
jednotlivé druhy rostlinného opadu, mezi lokalitami i v case. VyssSi aktivita
hydrolytickych enzym{ bude zaznamendna u nejlépe rozloZiteIného organického
opadu, na lokalité, kde jsou optimalni podminky pro rozklad na jeho zacatku, a u hlre
rozloZitelnych opadl bude jejich aktivité predchazet vyssi aktivita oxidativnich

enzymd.



Mnozstvi a pomér aktinobakterii a hub se bude meénit v ¢ase, mezi lokalitami a
vramci lokalit u jednotlivych rostlinnych druhl opadu. Nejvétsi abundance
mikrobialni biomasy bude na opadu, ktery je nejlépe rozlozZitelny béhem optimalnich
podminek prostfedi na zacatku rozkladu. Bakterie budou dominovat pozdéjsi fazi

rozkladu.



3 Literarni prehled

3.1 Struktura spolecenstva ptidnich mikroorganismii

V porovnani s Zivocichy a rostlinami je diverzita mikroorganismG vétsi a také méné
prozkoumana. PUldni mikroorganismy maji vyznamnou ulohu ve fungovani pfirodnich
ekosystémd, jsou nejen soucasti potravniho fetézce, kde propojuji primarni producenty s
vy$Simi Zivocichy, ale maji také velky vyznam v biogeochemickych cyklech. Struktura jejich
spolecenstva je zavisld na nékolika faktorech, mezi nejdllezitéjsi z nich se fadi charakter
populace urcité skupiny mikroorganismu, schopnost vyuziti zdroje, kolonizacni strategie a

také faktory prostredi (Fenchel, 2008).

Co se tyCe biogeografické rozsireni mikroorganisml, nezname jej tak dobre jako u
rostlin a zvifat. Makrobiogeografii, tykajici se rostlin a zvifat, primarné urcuji geografické
izolace na rozdil od mikrobiogeografie, kterd se tykda mikroorganism(, které nebyvaji
omezeny geografickymi barierami, protoze jsou neomezené disperzibilni. Jejich distribuce je
spiSe ovlivnéna faktory prostredi. Podle O’Malley, (2008) urcuje rozmisténi mikroorganism
na velkych vzdalenostech prevainé geograficka vzdalenost a na malych environmentalni
faktory. Tyto faktory, mezi které se radi klima, topografie a Cas, slouZi jako filtr urcujici, jaka
potencidlni biota obsadi dany ekosystém. To by znamenalo, Ze pokud by mikroorganismy
byly generalisté a neovliviiovala by jejich rlzna diverzita vlastnosti ekosystému, jako
napfiklad odliSné uvolfovani Zivin, dynamiku prvk( by urcovaly pravé environmentalni
faktory. OvSem empiricky vyzkum ukazuje, Ze vétSinou se Ziviny transformuji za pomoci
specializovanych organismi (McGuire et Treseder 2010). Mezi hlavni faktory ovliviujici
strukturu mikrobialniho spolecenstva patfi pH a vlhkost pldy (Sagova-Mareckova et al.

2011,Landesman et al. 2014;).

Padni pH je jednim z hlavnich faktor(, které uréuje pocetnost a sloZzeni mikrobidlniho
spolecenstva, pricemz s narustajicim pH se také zvysuje pomér bakterii a hub, nebot vysoké
pH zvyhodnuje pfitomnost bakterii a znevyhodnuje pfitomnost hub (Kamble et al., 2014).
Proto v lesich s vysoce kyselou ptdou (pH<4,1) a vysokym C:N (>38) dominuji mikrobidlnimu

spolecenstvu houby (Smyth et al., 2015). Nékdy ale mohou houby narist v pidé s pH vyssim



nez 7, v pfipadé odstranéni bakterii z mikrobidlniho spolecenstva, ¢imz se snizi konkurence
mezi mikroorganismy (Rousk et al., 2010). RGzné pldni pH muze plsobit také nepfimo na
sloZeni spoleéenstva mikroorganismd, jak bylo prokazano ve studii Cermak et al. (2008). Jeho
nizkd hodnota v pudé zvysila adsorpci pozitivné nabitych molekul na negativné nabité
povrchy, jako jsou jilové castice, ¢imZ se snizilo mnozZstvi reaktivnich molekul antibiotik

v pGdé a diky tomu nebyly pfitomné mikroorganismy vystaveny jejich vlivu.

Vlhkost pldy ovliviiuje sloZeni spole¢enstva mikroorganismd mimo jiné tim, Ze uréuje
dostupnost kysliku pro mikroorganismy. Pokud by byly totiZ zplsobeny anoxické podminky
zatopenim pldy, padni prokaryota by musela vyuZivat jiny akceptor elektronl nez je kyslik.
Spolu s fluktuacemi srazek a tedy i vlhkosti pudy, se tak méni i sloZzeni mikrobialniho
spolecenstva (Peralta et al., 2014). Podle Baldrian et al. (2010) je les mozaika vice ¢i méné
vihkych ploch, na kterych se méni mnozstvi mikroorganismi v radu desitek procent. VIhci
Uzemi bylo charakteristické vétsi biomasou mikroorganismi a také vétsi produkci
rozkladnych enzym(. Ve vrstvé opadu byly vlhkosti vice ovlivnény houby v porovnani
s organickym horizontem, kde se vice nachazely bakterie. Dostupnost vody se mlize ménit i

mezi horizonty a spolecné se tak méni i mikrobialni spolecenstvo.

Hustota vétsiny mikrobiadlnich populaci s hloubkou pldy klesa. Podle Prescott et
Grayston, (2013) se v padni F vrstvé nachazi nejvétsi mnozstvi predevsim mykorhiznich hub.
V této vrstvé dochazi k nejintenzivnéjSimu rozkladu organické hmoty a je zde zaznamendna
nejaktivnéjsi Cinnost pudni fauny. Hlubsi pldni vrstvy obsahuji velké mnozZstvi C, pfedevsim
v podobé stabilizované pldni organické hmoty (POH), ktera je ale velmi obtiZné rozlozitelna.
Podle Wang et al. (2014) by bylo nutné k jeji mineralizaci dodat do pudy snadno rozlozZitelny
zdroj energie, napfiklad Cerstvy rostlinny opad, ktery by rozklad této POH podpofil. Gabor et
al. (2014) tvrdi, Ze je zména diverzity mikrobidlniho spolefenstva, spolu se zménou
chemického sloZzeni POH, vyznamnéj$i s narUstajici hloubkou, tedy vertikdlné, nez

prostorovad, horizontalni zména diverzity.

Horizontalni distribuci mikroorganism na povrchu puady urcuje sloZzeni a kvalita
rostlinného opadu a pod povrchem zase mista, kde se stfida volnd nelzivna plda s misty
uzivnymi, jako je napfriklad rhizosféra nebo drilosféra (Lavelle et Spain,2005). Urbanova et al.

(2015) zjistili, ze diverzitu hub v lese urcuje druh rostlinného opadu. Houby jsou tedy vétSimi



specialisty a maji vétsi B-diverzitu, v porovnani s bakteriemi, které se vici rznému lesnimu
opadu projevovaly jako generalisté a jejich diverzita nebyla zdvisla na druhovém slozeni
opadu. V ramci urcitého druhu opadu byla jejich diverzita ale vétsi nez u hub, a proto u nich
byla stanovena vétsi a-diverzita. Pravdépodobné horsi disperzni schopnost nedovolila
bakteriim specializovat se na urcité druhy rostlinného opadu. Rhizosféra nachazejici se
v okoli rostlinnych koten( poskytuje mikroorganismim snadno dostupné Ziviny z kofenovych
exuddatl a odumrelych koren(. V rhizosfére a ve volné pldé se nachazela odlisSna mikrobialni
spolecenstva stejné tak jako ve volné plidé a v opadu (Lavelle et Spain, 2005, Urbanova

2015).

Rozdily mezi spolecenstvy v plidé a na opadu jsou zplsobené tim, Ze mikroorganismy
z mineralni vrstvy pUdy jsou vice zavislé na pldni organické hmoté nezli na pfisunu lehce
rozloziteIného materialu z opadu. Ztoho také vyplyva, Ze vétSina snadno rozlozitelného
uhliku z rostlinného opadu je rozlozena dfive, nez se substrat dostane do mineralni vrstvy
pady (Feng et al., 2009). Odlisna spolecenstva mikroorganism( v pidé a na opadu potvrdili
pozdéji i dalSi autofi (Prescott et Grayston, 2013; Smyth et al, 2015). Spolecenstva
mikroorganismU v pudé si selektivné vybiraji, jaky opad budou kolonizovat podle jeho
sloZeni. Rozdilnost nejen ve spolecenstvech mikroorganizm( ale i plidni fauny mezi opadem
a pudou potvrdil ve své studii i Ball et al., (2014). SloZeni ptdni organické hmoty ovliviiuje
pritomnost mikroorganisma s rliznou rlistovou strategii. Ti byvaji oznacovani jako K- nebo r-
stratégové. K-stratégové rostou na komplexnich, hlfe rozloZitelnych substratech
v podminkach, kde je substratu nedostatek a nereaguji na pfisun jednoduchych organickych
molekul. Opacné je to s r-stratégy, ktefi vyuZzivaji jednoduché organické molekuly pro rychly
rast. Mnozstvi K-stratégl nar(ista s hloubkou puady, kde se nachazi mensi mnoistvi hlre
rozloZiteIné POH (Maly et al., 2014). Vybér vhodného organického materidlu mikroorganismy

probiha na zakladé prvkového slozeni mikroorganisma.

RGzné poméry mezi C, N a P v prostfedi a vtélech organism( jsou spojeny
s biogeochemickymi cykly téchto prvkd. Pomér C:N bakteridlni biomasy byva od 3 do 6,
zatimco u hub od 5 do 15 (Strickland and Rousk, 2010). V ptadé byl podle Cleveland et Liptzin,
(2007) zjistén pomér mezi C:N:P 60:7:1, oproti tomu mikroorganismy na opadu vykazuji
tento pomér nizsi. V porovnani, houby maji oproti bakteriim vy$si pomér C:N a C:P. To

naznacuje nizsi mnozstvi uhliku u bakterii a vy$si pomér C:Ziviny ve spole€enstvu, kde je vétsi
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pocetnost hub. V ramci bakterii je pomér prvk( v bunkach fylogeneticky zavisly, napftiklad
pomér C:P je vySSi u Proteobacteria oproti Actinobacteria a Bacteroidetes. Houby naopak

nejevi fylogenetickou strukturovanost podle prvkového sloZzeni (Mouginot et al., 2014).

3.2 Rozklad rostlinné organické hmoty v pudé

Plda je nejvétsi zdsobarnou uhliku v porovnani s ostatnimi terestrickymi ekosystémy,
proto je rozklad vyznamnym procesem ovliviiujicim globalni cyklus uhliku a dalSich prvka.
Béhem rozkladu se také navraci do pldy Ziviny potfebné pro rist rostlin (Meier et Bowman
2008). Jelikoz dochazi béhem mineralizace organickych latek k produkci CO, do ovzdusi, jsou
rozkladné procesy dllezitym predmétem studia kvali predpovédi vlivu zvysené produkce
tohoto sklenikového plynu na klimatickou zménu a globalni oteplovani (Jin et al., 2013;

Thiessen et al., 2013).

Uhlik se dostava do puady rGznymi zplsoby a nachazi se zde v rliznych formach.
Majoritni vyznam v jeho pfisunu ma rostlinny opad a korenové zbytky (Frouz, et al. 2013;
Ponge 2003). Uhlik se v ptidé a na jejim povrchu nachazi v rdznych lépe a hlife rozlozitelnych
formach. Lépe rozloZitelny se nachazi prevainé v Cerstvé organické hmoté z rostlinnych
zbytkl nebo z kofenovych exudatd. Naopak POH, ktera je v pudé delsi dobu, je
charakteristicka horsi rozloZitelnosti, protoze byva v pidé stabilizovana a stava se tak odolna
proti rozkladu (Thiessen et al., 2013). Podle Davidson et Janssens, (2006) obsahuje plda
vétsi mnoZstvi nerozlozitelnych organickych latek a méné téch snadno rozloZitelnych. Uhlik
z pldy vychazi nejvice v podobé CO2, ktery je produkovdn nejen béhem mikrobialniho
rozkladu, ale i béhem kofenové respirace. V mensi mife pak i v podobé CH, (Berg et al.,

2003).

Rozklad organického materidlu je proces nékolika na sebe navazujicich fazi, béhem
kterych se postupné preménuje odumfrely organicky material na jednodussi, za soucasného
uvolnéni energie. Tyto zmény mohou byt dvojiho typu. Bud dochazi k mineralizaci, nebo
k humifikaci. Mineralizace zvySuje pfisun Zivin do pldy a béhem humifikace se vytvareji
odolné organické polymery, které v plidé setrvavaji dlouhou dobu a zvysuji tak zasobu uhliku

v plidé (Lavelle et Spain, 2005, Thiessen et al., 2013).
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Rozklad POH muZe byt v pldé omezen rlznymi chemickymi, fyzikdlnimi, ale i
biologickymi mechanismy. Napfiklad houby mohou chranit padni uhlik pfed rozkladem
nékolika zpusoby, jednim z nich je tvorba agregdtl chemickou (s pomoci hyfovych exudat()
Ci fyzikalni cestou (stmeleni padnich ¢astic pomoci hyf (Strickland et Rousk, 2010). Jak pisSe
Koukoura et al.,, (2003), podle Swift et al,(1979) ma na pribéh rozkladu rdzného
organického materidlu vliv spolecenstvo rozkladacli a jejich komplexni prostredi, kvalita

opadu a fyzikalni a chemické charakteristiky prostredi.

3.3 Faktory ovliviujici rozklad

Rozklad pGdni organické hmoty (POH) v pUdé je ovlivnén rlznymi biotickymi a
abiotickymi faktory. Tyto faktory v pfirozeném prostredi funguji interaktivné, a proto se
s izolovanym vlivem jednoho faktoru na rozklad mlzeme setkat jen v laboratornim prostredi
(Wen et al.,, 2014). Podle Liu et al. (2015) pUsobi na akumulaci POH v padé na zacatku
rozkladnych procesl jednotlivé faktory zvlast, a teprve v pozdéjsich fazich ma vétsi efekt
interakce biotickych a abiotickych faktord. Ty se projevuji rGznym zplsobem v zavislosti na
regulaci aktivity mikroorganismtd v rizném c¢ase a prostoru (Ge et al., 2013)) Napriklad
organicka hmota prichazejici do pldy ovliviiuje padni biotu, kterd se pfimo ¢i nepfimo
opadem Zivi. Zpétné ovliviuje pldni biota kvalitu opadu rychlosti rozkladu POH a
uvolfiovanim Zivin pro rostliny (Ponge et al., 2003, Frouz 2013).

Podle Ge et al. (2013) ovliviuji rozklad organické hmoty v pudé tfi hlavni faktory
fungujici hierarchicky tak, Ze nejvyznamnéjSi je klima, nasleduje kvalita organického
substratu a nakonec pUdni biota. Rlzny vyznam téchto faktor( zavisly na méritku studoval
Berg, (2000)a pozdéji i Song et al. (2010). Podle téchto autorl koriguji pribéh rozkladu
klimatické podminky v regionalnim méritku a chemické sloZeni substratu na lokalni Urovni.
Co se tyce pldnich vlastnosti, které v téchto pravidlech nejsou zahrnuty, Delgado-Baquerizo
et al. (2015) tvrdi, Ze padni vlastnosti maji nezanedbatelny vliv na pribéh rozkladu, ktery byl
dfive opomijen v porovnani s ostatnimi faktory, jako jsou klima a chemické sloZeni

organického substratu.
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3.3.1Abiotické faktory

3.3.1.1 Klima - teplota a vlhkost

Z Arhenniovy teorie vyplyva, Ze ¢im horsi je rozlozZitelnost substratu, tim vice je jeho
rozklad zavisly na teploté (Thiessen et al., 2013). S vyssi aktivacni energii substratu se zvysi
citlivost vic¢i zménam teplot, a proto rezistentnim organickym substratim je tfeba dodat
vétsi mnozstvi aktivacni energie (Davidson and Janssens, 2006). Nejednoznacny postoj vuci
této teorii zaujala studie Wallenstein et al. (2012), kdy po dvou tydnech méfeni byla rychlost
rozkladu u rezistentniho dubového listi méné teplotné zavisla v porovnani s lépe
rozlozitelnym borovym jehli¢im. Po 28 dnech byl vysledek opacny. Prestoze se prokazalo, Ze
nizsi teplota ménila rychlost rozkladu, citlivost ke zménam teplot nejvice korelovala s pH

puady, nikoli s chemickou kvalitou organického substratu (Gutiérrez-Girén et al., 2015).

Zvyseni teploty mlze rychlost rozkladu urychlit nebo naopak zpomalit. Vyssi teploty
zpUsobily desorpci organické hmoty zjilového povrchu, ¢imZz se organickd hmota stala
dostupnéjsi pro ptdni rozkladace (Wei et al., 2014). P¥ilis vysoké teploty ale mohou zpUsobit
vysychani pldy. Opad, ktery obvykle obsahuje jesté méné vody nez plda, mlze byt k
vysychani nachylnéjsi. BEhem vysokych teplot a nizkych srazek muizZe dojit k dehydrataci
opadu, a jak Suseela et al. (2014) zaznamenal, v té situaci se sniZila aktivita rozkladnych
enzym( a zpomalil se rozklad organické hmoty. Naopak podle Berg et al., (2003) se na vihéim
a teplejsSim misté jehli¢naty opad rozklada har, a prispiva tak k akumulaci organické hmoty

v pldé.

Nizké teploty vétSinou rychlost rozkladu organické hmoty zpomaluji (Thiessen et al.,
2013), presto mikroorganismy v opadavém lese mirného pasu aktivné rozkladaly organicky
substrat i pod snéhovou pokryvkou (Uchida et al., 2005). Naopak ve studii Smyth et al.,
(2015)se nenasel Zadny vliv klimatu na strukturu spolecenstva a podle Creamer et al., (2015)

na zménu teplot reagovaly jen gram-pozitivni bakterie.

Rozklad organické hmoty je také silné ovlivnén srazkami (Suseela et al., 2014). Pokud
se na suchych lokalitdicch mirné zvysi pfisun vody, zrychli se rozklad organické hmoty

mnohem vice nez na vlhéich lokalitdch po vétSim srazkovém uhrnu (Lee et al., 2014). V pfilis
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vlhkych pidach mize ale dochazet k limitaci mikroorganismd kyslikem. Ty se pak museji
preorientovat na jiné akceptory elektrond, jako je napfiklad trojmocné Zelezo nebo nitrat.
Podle Schwartz et al., (2007) se s narlstajicim srdzkovym gradientem snizila mineralizace
dusiku. V dlsledku jeho snizeného mnozstvi v padé poklesl i rlst rostlinnych primarnich
producentl. Naopak Feng et al., (2009) nezaznamenal Zadny vliv na sezéonni zménu
mikrobidlniho uhliku v humusové vrstvé opadavého lesa, zplsobenou fluktuacemi vihkosti a
teploty, na rozdil od mineralni vrstvy, ve které doslo béhem experimentu k poklesu

mikrobidlniho uhliku.

3.3.1.2 Kvalita organického substratu

RGzné druhy rostlinnych materidld mohou zasahovat negativné ¢i pozitivhé do
procest pudni respirace a kolobéhu uhliku a dusiku. Jejich vliv je dulezity pro blizsi
pochopeni rozkladu organické hmoty (OH) a predevsim také pro to, jak rostliny ovliviuji
proces cyklu prvkd (Meier and Bowman, 2008). Rozdilné chemické sloZzeni opadu by mélo
zasadnim zplsobem ovlivnit mikrobialni aktivitu (Yavitt and Williams, 2015). Pokud ma
chemické sloZeni opadu vliv na zménu mikrobidlnich spolecenstev v ptdé, pak plati, Ze ¢im je
material rGznorodéjsi, tim rozmanitéjsi spolecenstvo mikroorganisml se na ném nachazi. To
znamend, Ze Ccerstvy opad je kolonizovdn rliznorodéjSim spole¢enstvem neZ opad
rozlozenéjsi. Ten obsahuje prevdiné lignin a celulozu a je kolonizovan druhové chudsSim

spolecenstvem mikroorganismu (Bray et al., 2012).

Vliv jednodruhového a vicedruhového opadu na rychlost rozkladu OH studoval Wen
et al.,, (2014) v monokulturnim a smiseném lese. Plida ze smiSeného lesa obsahovala
vice mikrobiadlniho uhliku a dusiku i padniho organického uhliku a celkového dusiku nez
jednodruhovy les. Dosel tedy k zavéru, Ze by zalesnéni smisenymi lesy zvySilo akumulaci
organického uhliku v padé, ¢imz by nevzristal obsah atmosferického CO,, a proto by nebyla
podporfena klimatickd zména. McDaniel et al., (2014) zjistili, Ze plda s rozmanitéjSim
porostem vykazuje lepsi rozkladnou funkci oproti piidé s monokulturnim porostem. v ptidé
s rliznorodéjSim porostem se nachazelo pravé vétsi mnoistvi enzym(, které degraduji

celulozu a lignin, cozZ indikovalo vyssi mikrobialni aktivitu a intezivnéjsi rozklad OH.
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V pfirozenych ekosystémech se vétSinou setkavame s pfisunem opadu z vice
rostlinnych druh(. RGzné druhy opadu na sebe mohou pusobit bud synergicky, ¢imz se
zrychli jejich rozklad ¢i antagonisticky, ¢imz se rozklad zpomali. Antagonisticky ucinek
zpUsobuje prevaziné Spatné rozloZitelny material obsahujici velké mnozstvi ligninu a fenolu,
které tvofi nerozloZitelné komplexy s proteiny (Cuchietti et al., 2014). Spatné rozloZitelny
materidl je také charakteristicky tim, Ze mlze obsahovat sekundarni metabolity nebo i
taniny. Taniny inhibuji nebo zpomaluji rozklad tvorbou komplext s extracelularnimi enzymy
hub. Mohou také negativné pUsobit na strukturni a enzymatické proteiny uvnitf hyf, ¢imz
primo inhibuji aktivitu a rdst hub (Ge et al., 2013). Neni prekvapivé, Ze opad s vysokym
obsahem Zivin a nizkym mnoZstvim ligninu se rozklada rychleji nez opad obsahujici velké
mnozstvi ligninu a malé mnozstvi zivin (Ball et al., 2014). Napfiklad jehlici, které je tlusté,
obsahuje velké mnozstvi strukturnich slou¢enin a madlo Zivin a rozklddd se pomaleji
v porovnani s listy opadavych stromd, které jsou tenké s velkym mnozstvim Zivin a nizkym

mnozstvim strukturnich sloucenin (Yavitt et Williams, 2015).

Synergicky ucinek nalezneme ve smési substratd, kde lépe rozloZitelna rostlinna ¢ast
podporuje rozklad té hlife rozloZitelné. Podle Meier et Bowman, (2008) material s rGznym
sloZzenim organické hmoty mizZe vzajemné podpofit rozklad, nebot snadno rozloZitelné latky
mohou podporit rozklad téch hire rozlozZitelnych. Jedna se o tzv. "priming effect", kdy lehce
dostupny uhlik nebo dusik stimuluje mineralizaci nerozlozZitelného C. Pfesto podle Cuchietti
et al., (2014) byl naopak rozklad lépe rozloZitelného materidlu podnicen hire rozloZitelnym
substratem. To bylo zplsobeno poskytnutim jiného druhu nebo vétsiho mnozstvi uhliku lépe

se rozkladajicimu substratu, ktery byl ale pravdépodobné uhlikem limitovan.

Meier et Bowman., (2008) zjistovali, zdali rychlost rozkladu opadu koreluje s druhovym
sloZzenim rostlinnych spolecenstev anebo s chemickym sloZzenim a chemickou diverzitou
opadu. Zjistili, Ze rozklad opadu koreluje pouze s chemickym sloZzenim a s chemickou
diverzitou opadu, ale nikoliv s druhovou diverzitou rostlinného spolecenstva. Organicky
materidl maze podle Allison et al., (2014) ovliviiovat rychlost rozkladu nejen chemickym
slozenim ale i mnoiZstvim. Podle této studie je respirace spolefenstva nejvice ovlivnéna
koncentraci organického substratu. Mala koncentrace substratu totiz nuti mikroorganismy
k mensi investici do tvorby biochemického aparatu, coz vede k nizsi respiraci uhliku ze

substratu.
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Podle Jiang et al., (2014)je dusik limitujici Zivinou v boredlnich lesich a jeho pfisun
muze rlznym zplGsobem ovlivnit priibéh rozkladu. V dfivéjsich fazich rozkladu muze ptidavek
dusiku rozklad stimulovat, naopak v pozdéjsich fazich tvorbou odolnych komplext se rozklad
zpomaluje (Berg et al, 2003). Pokud je do pldy pfiddvano malé mnozZstvi dusiku, které
nepokryje ndroky hub na dusik, stimuluje se jejich aktivita a zvysi se rozklad substratu.
Zaroven se zvysi produkce enzym hydrolyzujicich ¢ast substratu az na aminokyseliny, které
jsou hlavnim zdrojem dusiku pro mikroorganismy. Pokud se pfida vétsSi mnozstvi dusiku,
energetické naklady do asimilace dusiku ze substratu se snizuji spolu s nizsi produkci
hydrolytickych enzymu (Jiang et al., 2014). Rostliny obsahuijici velké mnozstvi dusiku, jako je
naptiklad jetel a dalsi rostliny z Celedi Fabaceae, uvolni béhem rozkladu vétsi mnozstvi
dusiku do pldy a hosti ¢etnéjsi mikrobiadlni spolecenstvo s pfevahou bakterii v porovnani
s opadem obsahujicim malé mnozstvi dusiku jako je napfiklad jedlové jehli¢i nebo slama (Ball

et al., 2014).

3.3.1.3 Piidni vlastnosti

Kvalita pidy muze korelovat s rozkladem rostlinného opadu vice, nez jeho chemické
sloZeni. Podle studie Delgado-Baquerizo et al., (2015) ma puda s lepSimi chemickymi
vlastnostmi, mezi které patfi naptiklad obsah organického uhliku a pocetné;jsi mikrobidlni
biomasa, po rozkladu rostlinného opadu vétsi mnozstvi dostupného uhliku a dusiku, oproti
puadé s horSimi charakteristikami. Ve vysledku nemélo chemické sloZeni opadu tak vyrazny
pozitivni efekt na mnoiZstvi paddniho uhliku a dusiku béhem rozkladu, jako pQdni

charakteristiky reprezentované mikrobidlni biomasou a organickym uhlikem.

Zvysené mnozstvi pldnich agregatl muize zpomalovat nebo inhibovat rozklad POH.
Mensi agregdty jsou vice rezistentni vici rozkladu neZ ty vétsi, protoze je v nich POH |épe
stabilizovana pred mikrobidlnim rozkladem (Tian et al., 2015). Podle Nie et al. (2014) se ale
kvlli vyssi koncentraci CO, vpUdé zvysila produkce uhlik degradujicich enzym( v
mikroagregatech. Podobné bylo zaznamenano u Gunina et Kuzyakov, (2014), Ze plda
obsahujici stabilni agregaty produkovala vice CO, v porovndni s puddou s nestabilnimi
agregaty. Tyto pldy jsou proto vice ohroZzeny vodni erozi, nez pudy se stabilnimi agregaty.
Dlavodem je minimalni schopnost infiltrace srazkové vody, kterd z téchto pudd odtéka pryc
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spolu s Zivinami a minerdlnimi ¢asticemi. Padni roztok a sedimenty v jilovitych pldach se
stabilnimi agregdty sice obsahuji vice rozpusténého puadniho C, ale v disledku vysoké
schopnosti infiltrace, nedochazi ke ztratam padniho uhliku a minerdlnich ¢astic odplavenim

(Chaplot et Cooper, 2015).

Typ jilovych minerala byl silny prediktor struktury mikrobialniho spolecenstva, které
bylo béhem dlouhodobé inkubace ovlivnéno nejvice illitem a montmorillonitem. Jilové
minerdly maji neptfimy efekt na pldni spolecenstvo, protoze ovliviuji jejich mikrohabitaty,
napfiklad redukci toxického stresu a vyrovnavanim pH (Vogel et al., 2014). Jilovité pldy také
mohou organickou hmotu drzet fyzikalnimi silami mimo dosah rozkladacd v miniaturnich
pérech. Vice nez 90% organické hmoty z pérl je pro bakterie nedosazZitelné, protoze do
pord, které jsou mensi neZz trojnasobna velikost jejich bunécnych tél, nejsou schopny
proniknout. Presto podle Wei et al. (2014) mnoZstvi mikroorganizm( narusta v jilovitych
padach diky mensim porlim, které slouzi jako Ukryty pred vétsSimi predatory jako jsou napf.
prvoci. Jilovité Castice maiji také velky specificky povrch, na ktery mohou mikroorganismy
adherovat. Stejné jako agregaty by mohly podle Juarez et al. (2013) i rGzné velké padni pory
ovlivnit rozklad organické hmoty z opadu a POH. Prfesto béhem této studie zména ve
velikosti pudnich porl neméla Zadny vliv na rychlost mineralizace organického uhliku.
Vétsina studovanych pord byla naplnéna vzduchem, a protoZze mineralizace organického
uhliku lépe probiha v pérech naplnénych vodou, zména struktury port méla pravdépodobné
minimalni vliv na mineralizaci organického uhliku, nebot mikroorganismy byly primarné

limitovany pravé vodou.

3.3.2Biotické faktory

Padni mezofauna, jako jsou chvostoskoci, roupice a larvy dvoukfidlych zvysuji
specificky povrch rostlinného opadu fragmentaci a také travenim inokuluje rostlinny opad
mikroorganismy (Jiang et al., 2014). Néktera pGdni makrofauna, napftiklad zZizaly, premistuji
Cerstvy opad z povrchu pldy do nizSich vrstev, a tim stejné jako mezofauna fragmentaci
opadu zvétSuji povrch organického materidlu. Tim mulze opad hostit vétsi mnoZstvi

mikrobidlnich rozkladacd a rychleji se degraduje (Frouz et al., 2015). Jiz dfive se zjistilo, Ze
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¢im mensi rostlinné zbytky byly vlioZeny do puady, tim rychleji byly zabudovany do mikrobialni
biomasy, a &im byly vétsi, tim déle trvalo, neZ se rozloZily (Tarafdar et al. 2001). Zizaly
zpomaluji rozklad produkci svych exkrement(, protoze se rozkladaji pomaleji nez rostlinny
opad, ¢imZ kompenzuji pozitivni efekt na rozklad opadu zabudovanim do pldy. Dalo by se
tedy fict, Ze makrofauna pravdépodobné globalné mineralizaci neurychluje (Frouz et al.,
2015). Vlesni padé, kde zizaly chybély, se opad akumuloval na povrchu pudy, ale byla na
ném namérena vétsi mikrobidlni respirace, oproti opadu promichanému s pladou. Prestoze
mikrobidlni biomasa byla vyssi v plidé s Zizalami, jeji respirace byla nizsi. Mohlo se stat, Ze se
metabolickd aktivita mikroorganizmu snizila pfidanim cerstvého organického uhliku do pudy.
Pravdépodobnéji se ale promichanim opadu do pldy organicky uhlik s pomoci jilovych ¢astic

stabilizoval, a byl tak rezistentni vic¢i mikrobialni mineralizaci (Frouz, et al. 2013b).

Padni fauna muazZe nepfimo ovlivnit aktivitu mikrobidlnich rozkladacd tvorbou
specifickych struktur. Zizaly béhem hloubeni chodbi¢ek v padé produkuji sekret a tim zvysuji
vlhkost a mnozstvi asimilovatelného uhliku. Mikroorganismy nachazejici se v téchto mistech,
jsou vétSinou v dormantni fazi dokud nejsou Zizalami stimulovany k aktivité.. Jedna se o
mutualistickou interakci mezi makrofaunou a mikroorganismy, kdy endogeické zZizaly Zivici se
POH, potrebuji zvysit rozkladnou ¢innost mikroorganism, jejichz metabolity se Zivi (Brown
et al., 2000).

Rostliny mohou ovlivnit rozklad ptdnimi mikroorganismy nejen svym odumrelym
opadem, ale vytvareji vhodny habitat pro riist mikroorganismd v okoli svych kofenl. Uzemi
do 0,5 mm kolem rostlinnych kofenl se nazyva rhizosféra. V tomto misté je dostupné vétsi
mnozstvi Zivin, vody, kysliku a je zde zvySena i mikrobidlni aktivita oproti okolni pUdé.
V rhizosféfe poskytuji koreny rostlin mikroorganismim snadno rozloZitelny zdroj uhliku
prostfednictvim kofenovych exudatd, diky kterym mohou mikroorganismy rozkladat i
obtiznéji rozloZzitelnou POH. Béhem vegetativniho obdobi rostliny zvySuji priming effect
produkci kofenovych exudatd a zvySenim rozkladu POH mikroorganismy (Brown et al., 2000;
Lam et al.,, 2014). Neutrdlni priming effect na rozklad POH byl pozorovan Koranda et al.
(2011), kdy dochdzelo k nizsi produkci oxidativnich a vyssi produkci proteolytickych enzymu
v rhizosfére v porovnani s okolni plidou. Pfitomné mikroorganismy si tedy vystacily s Zivinami
z korenovych exudat(, pfipadné s rostlinnym opadem, a nedochazelo tak k vysSimu rozkladu

POH. Z toho lze vyvodit, Ze se v rhizosféfe nachazeji spise kopiotrofni mikroorganismy, které
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nejsou schopné rozklddat komplexni organické slouéeniny. Tomu odovidd i mikrobialni
slozeni spoleenstva, kdy se na jednoduchych organickych substratech, napfiklad na
rostlinném opadu nebo v rhizosfére, nachazeji predevsim Gram-negativni bakterie a v okolni

padé Gram-pozitivni bakterie a K- strategické saprotrofni houby (Koranda et al., 2011).

Co se tyCe mikroorganism(, houby jsou povazovany za hlavni rozkladace opadu
zdlvodu jejich schopnosti rozkladat komplexni slouceniny s pomoci extracelularniho
enzymatického apardtu. Nékteré Basidiomycetes jsou schopné degradovat lignin a humozni
material a jiné houby zase celulozu a chitin. Pokud pldnimu mikrobidlnimu spole¢enstvu
dominuji houby, bude mineralizace rychlejsi a dostupnost N vyssi oproti plidam s vyssim
podilem bakterii. Dllezitd je také funkéni diverzita mikrobidlniho spolecenstva. Je-li
spolecenstvo funkéné diverzifikované neboli ma Sirsi funkéni rozsah, je schopné rozkladat jak
Cerstvy, snadno dostupny organicky substrat, tak i ten hdre dostupny, stabilizovany v ptdé
(Delgado-Baquerizo et al, 2015). Creamer et al., (2015) také dokazuji, Ze uhlik 1épe asimilu;ji
gram-pozitivni bakterie oproti gram-negativnim. Nékteré studie potvrzuji, Ze na priming
effect hlavné reaguji houby (Fontaine et al., 2011), ale Creamer et al., (2015) nezaznamenal,
Ze by houby vykazovaly jakoukoliv zménu spojenou s priming effect pridavkem rostlinného

opadu nebo zménou teploty.

3.4 Dynamika rozkladu

Rozklad muzZe byt chapan jako sukcese, kdy se stfidaji faze aktivni a faze inhibicni, které
zpomaluji nebo zastavuji rozklad organického materidlu (Lavelle et Spain, 2005). Faktory,
které ovliviuji prabéh rozkladu,mohou fungovat odliSnym zplsobem v inicidlni a v pozdéjsi
fazi rozkladu, napftiklad nékteré prvky jako jsou N, P, a K v pozdéjsi fazi negativné koreluji
s rychlosti rozkladu, prestoze na zacatku rozklad stimuluji. Pozdéjsi faze rozkladu jsou méné
prozkoumané, protoze vétsina studii obvykle neprobiha déle nez dva nebo pét let (Ge et al.
2013, Smyth et al., 2015). Jak tvrdi Frankland (1998), kazdd sukcese je jedinecna a jinak

zavisla na rozkladném materialu a zaroven na podminkach prostredi.
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3.4.1Chemicka zména rostlinného opadu béhem rozkladu

V pocatecni fazi ovliviiuje rozklad opadu klima a koncentrace Zivin v rostlinném
opadu. V pozdéjsi fazi koncentrace ligninu, ktera prevysuje vyznam zivin (Berg et al.,2000).
Na zacatku rozkladu ¢asto prevazuje vliv fosforu, kdezto na konci poméry fenolu/N, fenolu/P,
ligninu/N a C/N (Moretto et al. 2001, Lavelle et Spain, 2005b). Rozklad opadu, ktery je
bohaty na Ziviny, probiha relativné rychle, pfiblizné 12-18 mésicl (Yassir et Buurman, 2012).
V pozdéjsi fazi rychlost rozkladu klesa, jeji kifivka ma tvar asymptoty a blizi se limitni hodnoté

(Berg et al., 2000).

Rostlinny opad, ktery obsahuje malo Zivin (N, P a S) se rozkldda pomaleji nez opad na
Ziviny bohaty (Berg, 2000). Vétsinou se jedna o opad rostlin, které rostou pomalu, Spatné
konkuruji o prostor a nemaji velké naroky na prisun Zivin (Berg et al. 2000,Moretto et al.
2001). N je imobilizovan v pripadé, Zze pomér mezi C:N je mensi nez 30 a mineralizovan,
pokud je vétsi nez 30 (Moretto et al. 2001, Lavelle et Spain, 2005). Pozdéji se zacinaji
rozkladat i nékteré makroprvky, ale lignin se nerozklada vibec nebo jen minimalné. Nakonec
se nerozlozené zbytky akumuluji v pidé (Berg et al., 2000, Cosgrove, 2005, Yavitt et
Williams, 2015). Obsah dusiku muaze v riznych fazich rozkladu fungovat protichtdné.
Vinicidlnich fazich mlze dusik rozklad urychlit, zatimco v pozdéjsich fazich ho muze
inhibovat tvorbou obtizné rozloZitelnych sloucenin s ligninem (Ge et al., 2013). Rostlinny
opad s vysokym obsahem dusiku se po dopadu na pldu velmi rychle rozlozZi, nebot pudni
heterotrofové maji na N vysoké naroky (Song et al., 2010). V pUdé s nedostatkem N byla
zaznamendna Vv inicidlni fazi rozkladu vysokd produkce ureazy, enzymu, ktery v pudé
pfeménuje dusikaté organické latky na amoniak, a urychluje tak pfisun mineralniho dusiku
pro mikroorganismy tam, kde je ho nedostatek (Liu et al., 2015). Pribéh rozkladu zavisi také
na tom, kolik rostlinny opad obsahuje rozpustnych latek a jaka je struktura jeho uhlikovych
slouc€enin ( Berg et al. 2000, Moretto et al. 2001). Béhem rozkladu organického substratu
jako prvni klesa po nékolika mésicich mnoZstvi ve vodé rozpustnych latek. Zatimco se
koncentrace téchto latek spolu s celulozou snizuje, koncentrace ligninu a Zivin v organickém
substratu naopak narusta. Nicméné podle Yassir et Buurman, (2012) nemusi byt lignin tak
rezistentni slou€enina, jak se vidy predpokladalo. Bylo totiZ zjiSténo, Ze na zacatku rozkladu

se v opadu rozlozZilo mnohem vice ligninu nez celulozy.
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3.4.2Sukcese mikroorganismii béhem rozkladu

Jak piSi McGuire et Treseder (2010) podle Moorhead et Sinsabaugh (2006) se daji
vramci rozkladu rozdélit mikroorganismy do tti gild podle toho, jak odolny organicky
substrat rozkadaji, jestli snadno, stfedné anebo tézko rozlozitelny. Gildy, které rozkladaji
snadno rozlozitelny substrat, jsou stimulovany dostupnym N a naopak gildy, které rozkladaji
odolny substrat, jsou N inhibovany. Podle He et al. (2011) snadno rozlozitelny dusikaty
substrat byly schopné po aplikaci do pady rychleji vyuZit bakterie, po delSi dobé na tomto
substratu dominovaly houby. Vinicidlni fazi rozkladu opadu dominuji houby, které z néj
dokazi lépe nez bakterie a aktinobakterie rozkladat cukry a polysacharidy (Lavelle et a.,
2005). Ball et al. (2014) zjistili zpomaleni rozkladu po pfidani smési riznych substratl do
pady a jen minimalni nardst mikrobidlniho spolecenstva, které mélo nizky pomér bakterii a
hub. Houby jsou zvyhodnéné ridstem svych hyf, diky nimZ se mohou dostat dale a vyuZit Iépe
smés organickych substratl oproti jednobunéénym bakteriim. Nardst hub mulze byt
doprovazen narlstem bakterii, které se Zivi jejich metabolity (Wallenstein et al., 2012).
Naopak Bray et al. (2012) zjistili, Ze Gram- negativni bakterie se nachazeji vdominantnim
zastoupeni v pudach bohatych na prisun organické hmoty a dusiku. V pozdéjsich fazich, kdy
se substrat stava odolnéjsi vici rozkladu, naopak prevladaji ve spolecenstvu Gram-pozitivni

bakterie a houby.

Béhem pozdéjSich fazi rozkladu se na opadu nachdzeji mikroorganismy, které jsou
méné specializované vic¢i danému organickému substratu. Celkova diverzita spolecenstva
klesa a spolecenstvo je homogennéjsi v porovnani s inicidlni fazi rozkladu (Lavelle et al.,
2005). Biomasa mikroorganizm( m(ze béhem sukcese linedrné rlst nebo klesat, ale mlze
také kolisat. Podle Wen et al, (2014) mnozZstvi mikroorganismu ve smiSeném lese klesa mezi

10 a 24 lety a od 24 do 45let zase narUsta.

Pozdéjsi faze rozkladu jsou charakteristické prevahou perzistentnich hub produkujicich
antibiotika a nékolik druh( rozkladnych enzym( (Lavelle et al., 2005). V lesnim ekosystému
houby bilé hniloby rozkladaji lignin kompletné v porovnani s houbami hnédé hniloby, které
jej vyuZivaji jen omezené. Opad svysokym obsahem dusiku inhibuje degradaci ligninu
enzymovym systémem hub bilé hniloby, coZ zplsobuje dominanci hub hnédé hniloby (Ge et

al.,, 2013). Po dvou letech rozkladu zacinaji v lese prevladat Bazidiomycota, po 5-6 letech
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prestavaji byt houby aktivni a na opadu prevladaji bakterie (Frankland, 1998). Pfesto kromé
Pezizomycotina prevladaly na zacatku rozkladu smrkového jehli¢i i Agaricomycotina
zarazujici se do Bazidiomycota (Hanackova et al., 2015). Pozdéjsi faze je také charakteristicka

tim, Ze ji dominuji mikroby a zvifata uz jen minimalné (Berg et al., 2000).

Chemické sloZeni substratu urcuje, které druhy rozkladacl budou opad rozkladat
v jednotlivych fazich rozkladu. Podle Strickland et Rousk (2010) pomér C:N u organického
materidlu urcuje, jestli bude primarné rozkladan houbami ¢i bakteriemi. Gusewell et Gessner
(2009) zjistili, Ze bakterie dominuji dekompozici listového opadu s vétSim pomérem C:N,
pokud fosfor neni v plidé limitujicim prvkem a stanovili stejnou nebo vétsi rychlost rozkladu
u bakterii v porovnani s houbami. Naopak rlst hub je stimulovan nizSim pomérem C:N,
pokud je P v pldé limitujicim prvkem. Vtom pfipadé by rist hub mél byt stimulovan i
pridavkem dusiku (Strickland et Rousk, 2010). Pravé na bukovém listi, které ma vysoky
pomér C:N, rozkladu dominovaly Bazidiomycetes az po Sesti mésicich. Po dvou letech bylo na
opadu nejvétsi mnozstvi typickych saprotrofnich hub. Listi jasanu, které ma nizsi pomér C:N
v porovnani s bukovym listim, kolonizovaly Bazidiomycetes mnohem dfive a jiz po Sesti
mésicich byl opad zcela rozlozen nebo promichan Zizalami v ptidnim horizontu (Frankland,
1998). Nicméné podle Snajdr et al., (2011) jsou houby primarni rozklada¢i jak na bukovém,
tak na jedlovém opadu v prvnich ¢trnacti dnech rozkladu, a po této dobé se slozeni
spoleCenstva zméni ve prospéch bakterii. Vyssi podil hub neZz bakterii se nachazel na
chudém, nekvalitnim substratu oproti substratu bohatém na Ziviny. V ramci bakterii, Gram-
negativni bakterie vyuZivaji kvalitnéjsi, snadno rozlozitelny organicky substrat v porovnani s

Gram-pozitivnimi, které mohou rozkladat i rezistentni organické slouceniny (Bray, 2012)

3.5 Rozklad organické hmoty v lesich a na stepnich
lokalitach

Stepni lokality v temperatni zoné obsahuji v plidé velké mnozZstvi organického uhliku,
dokonce vice nez lesy této zony, a to predevsim diky vysoké rostlinné produktivité, roénimu
Uhrnu srazek, a mnoiZstvi POH. Zatimco na stepnich lokalitach se nachazi vétsi mnoistvi

rostlinnych zbytk( v pldnim horizontu v podobé kofenll, vétSina organické hmoty
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v temperatnich lesich se nachdazi na povrchu plady v podobé opadu (Schlessinger, 1977).
Dlouhotravinné prérie produkuji vice CO2 v porovnani sostatnimi temperdtnimi
terestrickymi ekosystémy. Snizenim vlhkosti a rostlinné produkce a z toho ocekdvanych
zmén prisunl uhliku do pudy, by se sniZila i produkce CO2 na téchto stepnich lokalitach.
Naopak vétsi prisun uhliku do pldy by stimuloval rozklad POH a snizil tak jeji mnoZstvi

v ptdé (Jin et al., 2013).

Lesni mikrobidlni spoleCenstva jsou vystavena stabilnim podminkdm prostredi oproti
stepim, kde dochazi k fluktuaci environmentalnich faktor béhem roku, predevsim teplot a
srazek, a proto zde pudni mikroorganismy maiji SirSi ekologickou valenci (Fierer et Schimel,
2002). POH se pod primarnim lesem rozkladala rychleji, nez POH na stepi, pravdépodobné
diky vysSimu mnoizstvi N v pddé a nizSimu prisunu kofenového opadu do pldy. Stepni
lokalita obsahovala v opadu i v piidé vice uhlovodikd, ale jejich rozklad omezoval nedostatek

N (Yassir et Buurman, 2012).

3.5.1Stepni lokality

Mineralizace uhliku na stepnich lokalitach je ovlivnéna predevsim vihkosti a padnim
typem a méné zménami v poméru C:N rostlinného opadu. Podle Jin et al. (2013) se s nizsi
padni vihkosti zpomaluje rozklad organické hmoty. Podobné i Suseela et al. (2014) zjistili, Ze
degradace sloucenin z Poa trivialis na stepnich lokalitdch, se ménila spolu s rozdilnou
precipitaci, a houby a jejich extracelularni enzymy spise s teplotou. Naopak Jumpponen et
Jones (2014) nezjistili Zadnou zménu ve spolecenstvu hub béhem pokusu s kombinovanym
efektem srazkovych intervalll a zmén teploty na mezofilnich dlouhotravinnych prériich. Ty
jsou typické sezonni variabilitou v Uhrnu srazek a mikroorganismy zde disponuji Sirokou
environmentdlni a fyziologickou toleranci a diky tomu mohou lépe tlumit plsobeni zmén
klimatu. Nizky dhrn srazek na stepnich lokalitdch negativné koreluje také s pritomnosti
puadnich bioturbator(, jako jsou Zizaly, které by promichavaly organickou a minerdlni vrstvu
pudy a podporily tak rozklad OH. Presto, fyzikalnim pUsobenim klimatu, smrstovanim a

rozpinanim béhem mrazli a béhem obdobi vihka a sucha a za pomoci nékterych
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bezobratlych, doslo i bez jejich pfitomnosti k promichani rostlinného opadu s minerdlnim

horizontem (Frouz et al. 2013).

RGzné chemické sloZeni stepnich rostlin ovliviiuje rychlost jejich rozkladu. V dobé, kdy
traviny ukonci svQj rlst, presouvaji ¢ast Zivin do svych korenl. Zbytek zlstane v suché
nadzemni ¢asti. Stonky byly celkové rozkladany pomaleji nez listy, ale u rdznych druh( rostlin
se rychlost rozkladu ménila. Pozitivné korelovala s parametry kvality opadu (C, N, P a K) a
negativné s celulozou a ligninem. Rychlost rozkladu se liSila i mezi C3 a C4 rostlinami
(Koukora et al., 2003). Na humidnich lokalitach maiji traviny ve svych pletivech nizsi mnozstvi
N, vy$si pomér C:N a mnozstvi ligninu, coz zplsobuje pomalejsi rozklad a imobilizaci prvku.
Naproti tomu dominantni traviny na aridnich a semi-aridnich stepich, maji vysoky obsah N ve
svych pletivech a nizky pomér C:N a mnoiZstvi ligninu coz zpUsobuje rychlejsi rozklad a
imobilizaci prvkd (Moretto et al., 2001). Traviny totiz na rozdil od bylin a listi strom0 obsahuji
aromatické heteropolymery, jako je lignin, s bilkovinnymi slou¢eninami a polysacharidy, jako
je celulosa. Béhem rozkladu jsou polysacharidy a proteiny zrostliny nedostupné pro
mikroorganismy a tim se zpomaluje mineralizace uhliku a dusiku (Suseela et al., 2014). Na
stepni lokalité, kde prevladal rist snadno rozloZitelného bylinného porostu, byl rozklad
rychlejsi nez na lokalité, kde prevazoval rist Poaceae a Cyperaceae a kde se vysoké mnozZstvi
uhliku akumulovalo v pidé. Na obou lokalitich dominovaly béhem rozkladu bakterie a

nejpocetnéjsi z nich byly aktinobakterie (Sagova-Mareckova et al., 2011).

Stepni lokality disponuji mensim mnoZstvim mikrobidlni biomasy s nizsi pocetnosti
hub a Gram-negativnich bakterii v porovnani slesnimi lokalitami. (Frouz et al., 2013).
Ukdzalo se, Ze stepni rostliny jsou schopné svymi kofenovymi exuddty poskytnout pldnim
mikroorganismim rychly zdroj snadno rozlozZitelného uhliku, ktery pouzZiji k syntéze a
produkci extraceluldrnich enzym(, které pomadhaji mineralizovat POH. Mezi rostlinami a
mikroby v rhizosfére tak probiha mutualisticka interakce, kdy diky tzv. kofenovému ,,priming
effect”, rostliny stimuluji nebo inhibuji mineralizaci POH, a tim ovliviuji dostupnost Zivin
v plidé (Shazhad et al., 2015). JelikoZz maji traviny vyssi pomér mezi kofenovou a nadzemni
biomasou v porovnani se stromy, jsou lesni pGdni spolecenstva vice zavisld na pfisunu
rostlinné organické hmoty do pldy z listového opadu a stepni spolecenstva z kofenového

opadu (Frouz et al. 2013).
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3.5.2Lesni lokality

Uhlik fixovany ve stromech se navraci do pady formou opadu dopadajiciho na pudni
povrch, kofenovymi exudaty nebo odumrelymi kofeny. Jejich rozklad je pak ovlivnén
nékolika faktory, které vedou k poklesu nebo nartstu mikrobialni aktivity v ¢ase. Rychleji se
organicka hmota rozklada v opadavych lesich a pomaleji v jehli¢natych. Z listi opadavych
stromQ se totiz mnohem snadnéji vymyvaji rozpustné nizkomolekularni organické latky,
které zpUsobili vétsi narlst a aktivitu mikrobidlniho spolecenstva. Naopak jehli¢i obsahuje
vy$si mnozZstvi polyfenoll, které rozklad inhibuje. Nicméné Berger et al. (2015) zjistili, Ze z
listi Fagus sylvatica se v prvnim roce rozkladalo mnohem vice prvkd, nez z jehli¢i Pinus nigra.
Ale po roce u buku nastala stagnace a zacalo se rychleji rozkladat jehli¢i Pinus nigra, které se
nakonec rozloZilo rychleji a vice nez Fagus sylvatica. V ramci opadavych lesd se rychlost
rozkladu lisi v zavislosti na druhu opadu, kdy opad s vétsSim mnozZstvim Zivin se rozklada
rychleji nez opad na Ziviny chudy (Ge et al.,, 2013, Chavez-Vergara et al., 2014 Maly et al.
2014).

Odlisné druhy mikroorganism( se nachazeji v organické vrstvé pldy listnatych a
jehliénatych lesU. Jehliénaty les se Spatné rozloZitelnym opadem a nizkym pH zvyhodnuje
pfitomnost hub oproti bakteriim (Hanackova et al., 2015). Napftiklad v borovych lesich
zasahuji az z 80% ektomykorhizni houby do houbového spolecenstva a ze 30% zasahuji do
celkové mikrobialni biomasy (Urbanova et al.,, 2015). Vétsi podil ektomykorhiznich hub
v nékterych tropickych a v mnoha temperatnich lesich mize ale rozklad zpomalit. Za prvé,
protoZze ektomykorhizni houby malo zasahuji do rozkladu rostlinného opadu, nebot vétsinu
potfebného uhliku jim poskytuji stromovi symbionti. Za druhé, tyto houby mohou potladovat
ostatni heterotrofni mikrobidlni rozkladace v pudé (McGuire et Treseder, 2010). Nizsi pH
v jehli¢natych lesich muze také zpUsobit vyssi akumulaci organické hmoty v pidé, protoze
kyselé slouceniny plsobi jako inhibitory mikrobidlni aktivity. Hlinik m(Ze stabilizovat OH v
padé pti nizkém pH, coZ zabranuje jejimu vyuZiti mikroorganismy (Maly et al.,, 2014).
V jehli¢natych lesich je nejmensi polet Gram-negativnich bakterii, nejvétsi pocet hub a
aktinomycet a je zde nejvyssi pomér hub a bakterii. V nékterych jehli¢énatych lesich muize byt

naopak vice Gram-pozitivnich bakterii a aktinomycet a nizsi pomér hub a bakterii, z divodu
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zvySeného pH pudy v cedrovém lese (Prescott et Grayston, 2013). Ovlivnit diverzitu a sukcesi
hub vinicidlni fazi kolonizujici jehlicnaty opad muZe i napadeny smrkovy les klrovcem.
Lokalita napadend kdrovcem totiz vykazovala vyssi teploty a nizsi vihkost pidy béhem léta,

coz pravdépodobné negativné ovlivnilo pocetnost hub (Haridckova et al., 2015)

3.6 Houby a rozklad

Houby maji vys$si druhovou rozmanitost oproti bakteriim, ¢itajici az 1,5 milion druh
(De Boer et al., 2005). Pidni houby maiji vyssi beta a naopak nizsi alfa diverzitu nez bakterie.
Ve smiSeném lese byla studovana druhova diverzita hub a bakterii na rdzném druhu opadu a
béhem této studie nebylo pozorovano, Ze by se bakterie liSily mezi jednotlivymi druhy
rostlinného opadu v porovnani s houbami. Ztoho také vyplyvd, Ze houby jsou potravni
specialisté a bakterie zase potravni generalisté (Urbanova et al., 2015). Houby si mohou
specializaci dovolit, diky lepsi schopnosti kolonizovat substrat a dostavat se k mistim
s preferovanym organickym substratem. Jsou |épe adaptované pro hledani UzZivnych mist
tam, kde se heterogenné stfidaji mista Uzivnha a neulzivna, v porovnani s bakteriemi.
Mikromycety napftiklad produkuji hustou sit hyf diky které mohou premistit Ziviny z mista
s UZivnéjsSim opadem do mista s opadem chudsim, a tim se urychli jeho rozklad. Prenos latek
s pomoci hyf probiha selektivné, protoZe bylo zjisténo, Ze se hyfami nepfemistovaly inhibujici
latky (Song et al., 2010). Houby jsou nejen schopné |épe kolonizovat a penetrovat substrat
neZz bakterie, ale jsou také schopné rozkladat odolny lignin z odumrelych rostlinnych casti
(De Boer et al., 2005).

RGzné druhy pldnich hub jsou schopné rozkladat specifické slouceniny. Nékteré
z nich preferencné degraduji lignin, jiné zase sacharidy. Schopnost rozkladat lignin maji
predevsim Bazidiomycota a Ascomycota (Jiang et al., 2014). Houby bilé hniloby, jak se
souhrnné nazyvaji Bazidiomycota, jsou schopné ziskavat celulozu z komplexu ligninocelulozy
tim, Ze rozkladaji lignin (De Boer et al. 2005). Houby bilé hniloby produkuji rizné lignolytické
enzymy, jako jsou napriklad manganova peroxidaza, obecné peroxidazy a lakaza, s jejichz
pomoci lignin degraduji (Bugg et al., 2011). Je zajimavé, Ze mnozZstvi ligninu nemusi mit vliv
na rozkladnou ¢innost saprotrofnimi Basidiomycetes (Voriskova et al., 2011).Rozkladat lignin

dokdzi nejen houby bilé hniloby, ale také houby hnédé hniloby (De Boer et al., 2005).
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Nedavna studie dospéla k zavéru, ze Penicillium a Aspergillus jsou schopné produkovat fenol
oxidazu na rozklad ligninu z jehlici a Ize je tedy zaradit mezi lignocelulotické rozkladace (Jiang

et al, 2014).

RGzné podminky prostfedi mohou ovlivnit spole¢enstvo hub a jejich aktivitu v ptdé.
Prestoze se tvrdi, Ze se vétsi mnozstvi houbovych rozkladacd nachazi v padach chudych na
zZiviny s pomalu rozkladajicim se substratem, nizkym pH a podmacenych ptdach, béhem
studie Smyth et al, (2015) nebyl nezaznamendan zadny vliv zmén pH ani poméru uhliku a
dusiku na abundanci hub v pidé. A podobné, presto Ze je znamo, Ze vyvoj houbového
mycelia je omezen v prili§ suché nebo zavodnéné pldé, a Ze vyssi teploty stimuluji rdst
mycelia, ukazalo se, Ze tyto faktory ovlivnily pouze rozkladnou aktivitu hub a nikoliv jejich
biomasu. Teplota a zmény v zavodnéni a vysychani pady regulovaly rozklad dreva
saprotrofnimi bazidiomycety, kdy vysychani zpUsobilo sniZeni aktivity extracelularnich
enzymU a otepleni zvysilo rozklad drfeva kolonizovaného houbami (A’Bear et al.,, 2014).
Zménou pudnich vlastnosti jako zvysenim padni vihkosti, zménou dostupnosti Zivin a inhibici
saprotrofickych hub, doslo k inhibici aktivity padni mikrobioty. Pfesto se tvorba agregat(
v plidé zvysila, s pomoci houbovych hyf a diky eliminaci okolnich mikroorganism, které by
pravdépodobné z ddvodu mezidruhové kompetice omezily cinnost vedouci k tvorbé
agregat( (Leifheit et al., 2015). Mnozstvi dusiku v padé mizZe mit také vliv na spolecenstvo
hub. Bylo prokazano, Ze dusik je lépe mineralizovan v pidé, které dominuji houby a ne

bakterie (Delgado-Baquerizo et al, 2015).

Nékteré mikrobidlni parametry nemusi nutné ovliviovat rychlost rozkladu.
Mikrobialni biomasa nemusi napfiklad pozitivhé korelovat s rychlosti rozkladu, ale struktura
spolecenstva mikroorganismi mulzZe byt naopak velmi dulezity prediktor rozkladu.
V nékterych lesich dominuji spolecenstvu ektomykorhizni houby. Pokud naroste v pudé
jejich biomasa, rozklad se zpomali, protoze ektomykorhizni houby nepotiebuiji ziskavat uhlik
rozkladem opadu, nebot jim dostatek uhliku obstaravaji jejich hostitelské stromy (McGuire

et Treseder, 2010).
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3.6.1 Interakce s bakteriemi

Houby mohou s bakteriemi béhem rozkladu ligninu interagovat nékolika zpUsoby.
Mezi jeden znich patfi kompetice o rozpustné produkty rozkladu (cukry, fenolické
slouceniny). Bakterie tak mohou zbavovat houby zdrojli energie a omezit tak rozklad
lignocelulézy houbami (De Boer et al., 2005). Z toho vyplyva, Ze vlastnosti opadu maji vétsi
vliv na saprotrofické houby neZz na bakterie. Ale efekt stromového opadu na rozklad
bakteriemi je mnohem méné prozkouman nez u hub (Urbanova et al., 2015) .
Je znamo, Ze aktinobakterie mohou mit antagonisticky ucinek jak na patogenni, tak na
mykorhizni houby, méné se vSak vi o U¢inku na saprotrofické houby. Nékteré aktinobakterie

mohou fungovat jako antagonisté hub rozkladajicich jak opad, tak drevo.

Jeden druh aktinobakterie inhibujici pét druhd hub, byl jednim z par aktinobakterii
schopnych inhibovat nejvice rezistentni testovany druh houby. To dokazuje, Ze jediny
aktinobakteridlni kmen nebude pravdépodobné schopny ovliviovat Siroké spektrum
houbovych rozkladact, ale antifungdlni aktivita je vysledkem antagonistického pusobeni

vSech aktinomycet kombinované.

Houby rozkladajici opad a rychle rostouci rody jako jsou napfriklad Penicillium a
Mucor, byly vice tolerantni k aktinobakteridlnimu antagonismu v porovnani s pomaleji
rostoucimi rody (napf.Cladosporium) a houbami rozkladajici dfevo. Aktinobakterie jsou totiz
prevainé pomalu rostouci mikroorganismy a rychle rostouci mikroorganismy mohou prerust
inhibi¢ni fazi. Nehledé na rychly rist téchto hub, vétsSina z nich obsahuje rezistentni geny ke

svym vlastnim antibiotikim, coz mUzZe zapfi€init rezistenci i vU0¢i antagonistickym

aktinomycetam.

Nékteré aktinobakterie vykazovaly vac&i silné rezistentnim skupindm hub
hyperparasitismus, kdy se jednd o parasitismu houbovych hyf, kdy aktinomycety penetruji
hostitelskou houbovou hyfu, ve které se vétvi, coz vede ke granulaci a koagulaci cytoplasmy
a lyzi hostitelské hyfy (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). Diky této schopnosti mohou
aktinobakterie inhibovat houbové rozkladade i jinym mechanismem neZ jsou antifungalni

slou€eniny. OvSem nékteré rezistentni houby, které vaci antifungdlnim sloucenindm
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aktinomycet byly odolné, nebyly schopné kolonizovat Uzemi, kde se aktinobakterie
nachdzely jako prvni navzdory tomu, jak moc byly vici jejich 1atkam rezistentni. Pokud se
nékterym houbam prece jen povedlo Uzemi primarné osidlené aktinobakteriemi kolonizovat,

nemeélo to vliv na aktinobakteridlni pocetnost (Jayasinghe et Parkinson, 2009).

Bakterie mohou také pozitivné ovliviiovat houbova spolecenstva stimulaci jejich
rastu tim, Ze produkuji ristové faktory, jako jsou naptiklad vitaminy, které houby vyuZivaiji.
Produkci celuldz a pektindz mohou zvysit dostupnost substrdtu pro houby nebo mohou
rozkladat latky, které by mohly byt pro houby toxické (De Boer et al., 2005). Aktinobakterie
mohou rozkladat organicky substrat na mensi molekuly, které mohou byt pozdéji rozkladany

s pomoci hub (Pometto et Crawford, 1986; Brown et Chang, 2014).

Béhem fluktuaci teplot v této studii se ménilo sloZzeni houbového spolecenstva a
bakteridlni spoleenstvo naopak nevykazovalo Zadné zmény, coz poukazuje na odlisné
béhem sucha neudrzi ptdni voda a naopak v malych pdrech, které preferencné obyvaiji
bakterie, je tato voda drzena kapilarni silou. Jinym vysvétlenim mazZe byt, Ze jsou bakterie
|épe adaptované na zmény prostiedi. Spoleenstvo hub se projevilo jako vysoce variabilni
béhem fluktuace sraziek. Jsou tedy lepSimi indikatory pldni vlhkosti v neextrémnich

podminkach prostfedi v porovnani s bakteriemi (Kaisermann et al., 2015).

3.7 Aktinobakterie a rozklad

Aktinobakterie jsou ubikvistni mikroorganismy u nichZ je zndmo, Ze uptednostiuji
kolonizaci nékterych casti plidniho profilu, jako je napfiklad opad, humus nebo povrchy
hornin. V gramu pudy byly naméfeny hodnoty nékolika milion(i aktinobakterii a
nejfrekventovanéji izolovanym rodem byvd rod Streptomyces. V relativné vlhkych,
humodznich a vapnitych pidach dominuji aktinobakterie ptidni mikrofléfe a jejich pocet se
v gramu pldy na téchto mistech pohybuje kolem deseti milionli. Naopak v mistech, ktera
jsou pro né nevhodnd, napftiklad v ptilis zavodnénych pldach, je jejich pocet o nékolik radu

nizsi (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006).
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Ukdazalo se, Ze se vzrlstajici hloubkou pldy a zaroven se snizujici se vlhkosti a
mnozstvim organické hmoty, se snizuje i velikost spolecenstva aktinobakterii (Jayasinghe et
Parkinson, 2009). Podobné zjistili i El-Tarabily et Sivasithamparam, (2006), Zze abundance
aktinobakterii pozitivné koreluje s mnozstvim organické hmoty. Jednd se totiz pfevainé o
chemoorganotrofni, aerobni a mezofilni bakterie, které rostou v neutralnich az alkalickych
padach. Stejné tak byla zjisténa vyssi pocetnost aktinobakterii v opadavém osikovém lese
s nizSim padnim pH, v porovnani s jedlovym lesem. Rod Streptomyces na obou lokalitach
dominoval aktinobakteridlnimu spolecenstvu, nehledé na mnozZstvi organické hmoty,
vihkosti a hodnoté pH v pldé. Jedlovy rostlinny opad mohl hostit méné aktinobakterii
pravdépodobné kvili jeho pomérné horsi rozlozitelnosti v porovnani s osikovym opadem
(Jayasinghe et Parkinson, 2009). Aktinobakterie jsou sezénné proménlivé. Podle této studie
bylo zjisténo, Ze nejpocetnéjsi byly aktinobakterie v hornim pldnim horizontu v zimé a Ze
jejich pocetnost silné fluktuovala v ¢ase i prostoru (Kopecky et al., 2011). Vétsi mnozstvi
aktinobakterii produkujici antibiotika bylo také nalezeno v rhizosfére v porovnani z okolni

padou ( El-Tarabily & Sivasithamparam 2006).

V terestrickych ekosystémech nejsou bakterie schopné monopolizovat rozkladné
procesy v jako v ekosystémech vodnich, nebot je zde jejich vyvoj ovlivnén kompetici
s houbovymi rozkladaci. Pldni prostredi je také odlisSné od vodnich sedimentd, jejichz pory
jsou zcela zaplnéné vodou na rozdil od pldnich por(, které jsou zaplnény vodou i vzduchem.
Proto se zde jednobunécné bakterie pohybuji hlife, ale tato nevyhoda je prekonana
vldknitymi bakteriemi, které maji tvar mycelii nebo hyf stejné tak jako houby. Pfesto tyto
bakterie nejsou dominantnimi rozkladaci v terestrickych ekosystémech, protozZe se napftiklad
nevyviji na odumrelém drevé, tak jako houby. Mnoho bakterii také neni schopno
degradovat krystalickou celulosu. Kyselé dfevo a zvysSeni kyselosti spojené s ¢innosti hub
pravdépodobné omezuje produkci aktinobakteridlnich extraceluldrnich enzymu, které
nejvice funguji v neutralnim az alkalickém pH. ZvySeni pH, jako je napfiklad amonifikace,
naopak podporuje aktinobakteridlni rozklad (De Boer et al. 2005; Lavelle et Spain, 2005).
Nékteré aktinobakterie mohou mit vyhodu béhem rozkladu kompostl, béhem nejvyssiho
zahtivani jsou schopné tolerovat vyssi teploty a také pH neZ houby. Efektivita jejich rozkladu
je ovsem nizsi v porovnani s houbami (Tuomela et al.,, 2000). Aktinobakterie produkujici

celuldzy a hemicelulazy preferuji neutralni az alkalické pH, ale studie od autord Abdulla et El-
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Shatoury (2007) prokazala rychlejsi rozklad aktinobakterialni lignocelulézy béhem snizovani
pH, coz mize byt vysvétleno tim, Ze v nizSim pH doslo ke zmékceni organického substratu,

¢imz se usnadnila jeho penetrace.

3.7.1Rozklad komplexnich substratii aktinobakteriemi

Aktinobakterie jsou schopné rozpoustét lignin podobnou strategii jako houby hnédé
hniloby, které timto zplUsobem ziskavaji pristup k celulose. To bylo prokazano predevsim
v travinach. Aktinobakterie pravé diky schopnosti rozkladat komplexni slou¢eniny, mohou
byt pocetnéjsi v lesnim ekosystému nez jiné bakterie (Jayasinghe et Parkinson 2009). Jsou
také hlavnimi rozklada¢i odumfrelych houbovych hyf. Vysoky narlst hub diky dodani
substratu byl pozdéji po snizeni houbové aktivity doprovazen narlstem aktinobakterii (De

Boer et al., 2005; El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006).

Bylo prokazano, Ze spousta bakterii degradujicich aromatické slouceniny jsou
schopné rozkladat lignin. Nékteré dalsi padni bakterie jako je napfiklad Nocardia, dokazou
rozkladat lignin, také napriklad Streptomyces viridosporus T7A depolymerizuje lignin
s pomoci extracelularnich lignin peroxidazovych enzym( a bifenyly degradujici rod
Rhodococcus rozklada lignin jako svilij vedlejsi produkt. Bakterie rozkladajici lignin jsou
soucasti skupin Actinobacteria, a-proteobacteria a y-proteobacteria. Jejich aktivita je sice
nizsi, nez aktivita hub bilé hniloby, ale srovnatelna s jinymi houbami degradujicimi lignin
(Bugg et al., 2011). Nocardiopsis spadajici do aktinobakterii je schopna rozkladat celulosu,
xylan,chitin, skrob a B-1,3-glukan s pomoci extraceluldrnich enzym, diky kterym muze
rozkladat rGzné ZivocCisné a rostlinné zbytky. U nékterych zastupcl Nocardiopsis byla
potvrzena chitinolyticka aktivita a Sest genl kddujicich r(izné druhy celuldz, coz jim dava
velky vyznam v cyklu uhliku (Bennur et al., 2015) Ve studii Ting et al. (2014) bylo potvrzeno,
Ze aktinobakterie jsou schopné produkovat hydrolytické a lipolytické enzymy, konkrétné
amylazu, celuldzu a xylandzu. AvSak mnozZstvi produkovanych enzym( bylo nizsi v porovnani
s nékterymi pGdnimi bakteriemi jako je napfiklad Bacillus spp. Prvnim produktem rozkladu
ligninocelulozy aktinobakteriemi je modifikovany rozpustny lignin, ktery se vysrazi po

okyseleni z vodného roztoku, nazyvajici se ,acid-precipitable polymeric lignin“ (APPL). Jedna
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se tedy o degradaci, kterd neni zcela kompletni v porovnani s houbami, ale je mozné timto
zplUsobem reagovat s ligninem, kdy produktem jsou mensi aromatické slouceniny, které jsou
schopné bakterie importovat do bunky k aromatickému katabolismu. Bakterie tedy nemaji
tak uacinné oxidativni enzymy jako houby, ale tyto enzymy mohou fungovat synergicky
s jinymi oxidativnimi enzymy a poskytnout substrat pro pozdéjsi rozklad (Pometto et

Crawford, 1986; Brown et Chang, 2014).

3.8 Rozkladné enzymy

3.8.1Komplexni substraty

V terestrickych ekosystémech se musi rostliny chranit proti slunecni radiaci a proti
vysychani na rozdil od vodnich rostlin, a proto maji nové vyvinuty nékteré strukturni prvky
jako je napriklad kutin a suberin. Mikroorganismy jsou proto nuceny ziskavat pfistup k takto
chranéné organické hmoté obtiznéjsi cestou na sousi neZ ve vodé a jako prvni krok k jejich
k rozkladu, je nutné tyto rostliny penetrovat s pomoci hyfovych ristovych forem (De Boer et

al., 2005).

Celulosa je retézec glukosovych zbytkl spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou. Kazda
opakujici se jednotka retézce se nazyva glukosa a jednotlivé fetézce jsou vzajemné
propojeny vodikovymi vazbami, diky kterym se vytvofi nerozpustné vldkno (Obr. 1). Tato
vldkna mohou byt asociovdna s dalSimi stavebnimi sloZzkami jako je lignin, hemicelulosa nebo

pektin (Coughlan, 1985).
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Obr. 1: Celulosovy rfetézec (upraveno podle Coughlan (1985))

Hemicelulosa ma rdznorodéjsi strukturu nez celulosa a obsahuje nékolik polymera,
mezi které patti napriklad xylan. Tento polymer je nejpocetnéjsi skupinou hemicelulosy,
ktera prekryva vodikové vazby v celulose a je kovalentné spojena s ligninem dohromady tvori
vnéjsi ochranny povrch rostliny. Mnozstvi xylanu tvori kolem 30% suché hmotnosti rostlinné
buniky, liSici se v zavislosti na druhu rostliny (Van Dyk et Pletschke, 2012) Jelikoz ma
hemicelulosa mnohem sloZitéjsi strukturu neZ celulosa, slouzi k jeji degradaci vice druhi

hydrolytickych enzym (Coughlan, 1985).

Lignin zahrnuje 10 — 30% suché hmotnosti z lignocelulosy (Bugg et al., 2011), ktera se
skldda zligninu a z dalSich strukturnich sloZek jako je celulosa, pektin, proteiny, soli a
mineraly. Vice ligninu obsahuji dfevnaté ¢asti rostlin a jeho sloZeni se méni mezi rliznym

druhem dreva, ale jeho specificka struktura neni zcela znama (Van Dyk et Pletschke 2012).

Celulosa se muZze rozkladat aerobné i anaerobné. Aerobné dokaZou rozkladat
celulosu houby i nékteré pUldni vldknité bakterie, kterymi jsou Streptomyces,
Micromonospora i nevlaknité, napf. Pseudomonas. Fermentativné ji dokazou rozkladat
obligatni anaerobni bakterie a nékteré houby v gastrointestindlnich traktech prezvykavcl
(De Boer et al.,, 2005). Celulosova vldkna se vétSinou nachazeji ve spojeni s dalSimi
strukturnimi polymery, zejména s hemicelulosou a ligninem. V zavislosti na tom, jak je
celulosa z této struktury dostupna, se lisi i schopnost enzymu i hydrolyzovat a oddéluji se tak

i niky mikroorganismu. Rychlost rozkladu celulosy je zavisla na jeji formé, pficemz rychleji se
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rozkldda amorfni celulosa v porovnani s krystalickou formou (Knill et Kennedy 2003).
Vyhodnou strategii proto maji vlaknité mikroorganismy, které jsou schopné dostat se k
celulosovym vldkntm skrz rostlinné péry, kde mohou produkovat celuldzu v blizsim kontaktu

s celulosou (De Boer et al., 2005).

3.8.2Extracelularni enzymy

Tab. 1: Organické polymery a k nim pfislusné rozkladné extraceluldrni enzymy

Sloucenina Enzym(y) Reference

Lignin Lakdza, Manganovd peroxidaza, Peroxiddza (Bugg et al. 2011)

Hemicelulosa B-xylosidadza, Endoxylanaza, Glukuroniddza (Ting et al. 2014)

Celulosa Celobiohydrolaza, Endoglukandza, B-glukosidaza (De Boer et al. 2005)

Chitin N-acetyl-glukosaminidaza (chitinaza) (El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006)
Fosfoestery Kysela fosfataza (A’Bear et al., 2014)

Sulfatové estery Arylsulfataza (Maly et al. 2014)

Skrob a-glukosidaza (Kahkonen et Hakulinen, 2011)

Do extracelularnich enzym patfi enzymy hydrolytické, které rozkladajici celulosu,
hemicelulosu, chitin a dalSi komplexni rostlinné polymery kromé ligninu, ktery rozkladaji
predevsim enzymy oxidativni (Tab. 1). Celuldzové enzymy, tedy ty rozkladajici celulosu, se
vyvijeli u jinych skupin organisml konvergentné smérem ke stejné specifité substratu.
Struktura téchto enzym( muzZe byt tedy mirné odliSnd u hub i bakterii, ale jejich funkce je
velmi podobna. Aerobni celulolytické bakterie a houby uvoliuji extracelularni celuldzové
enzymy skladajici se zendoglukandzy (celuldzy), exoglukanazy (celobiohydroldzy) a B-
glukosidazy. Celobiohydrolaza S$tépi celulosu na konci, zatimco endoglukanaza ji Stépi
uprostied. Tyto enzymy funguji synergicky v preméné celulosy na glukosu (De Boer et al.
2005; Van Dyk et Pletschke, 2012). Synergicky ucinek hydrolytickych enzyma byl zaznamenan
u endoglukandzy, exoglukandzy a B-glukosidazy, projevuje se tak, Ze jejich ucinnost je vyssi
pokud jsou produkovany spoleéné nezli kazidy zvlast (Coughlan, 1985) Endoxylanaza
degraduje hemicelulosu na mensi oligosacharidy a B-xylosidaza tyto oligosacharidy dale Stépi
az na xylan. Glukuroniddza je pomocny enzym Stépici nékteré substituenty na uhlikové

kostfe hemicelulosy. Obecné je znamo, Ze mikroorganismy produkuji malé mnozstvi celuldzy,
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které rozlozi celulosu na rozpustné produkty, obsahujici celobiosu, které mohou byt pfijaty
do bunky, kde jsou pravdépodobné spomoci B-glukosidazy prevedeny na induktory

enzymové syntézy (Coughlan, 1985).

Mezi dalsi hydrolytické enzymy rozkladajici nékteré polymery v pldé patfi
arylsulfataza, fosfatdza a chitindza. Arylsulfatdza katalyzuje hydrolyzu aromatickych esterd
na sirany a fenoly, siranové estery jsou hlavni frakci celkové pldni siry a proto je aktivita
arylsulfatazy dulezitd pro imobilizaci siranovych iontl slouzici jako zdroj siry pro rostliny
(Elsgaard et al., 2002). Nékteré aktinobakterie mohou produkovat enzymy degradujici
bunécné stény, jakymi jsou napfiklad chitindza, vedouci k lyzi houbovych hyf nebo
k potladeni jejich germinace. Timto zplsobem se mohou potlacit nékteré houbové patogeny.
Bylo prokdazano, Ze i s pomoci aplikace celuldzy a B-glukosidazy izolované z Micromonospora
carbonacea byl potlacen houbovy patogen zpUsobujici hniti kofend (El-Tarabily et
Sivasithamparam, 2006). Aktivita chitinazy (NAG) by méla vzrast spolu s Uhynem houbovych
hyf, které hynou s narlstajici teplotou, protoZe degraduje chitin z jejich bunécnych stén
(Suseela et al.,, 2014). B-glukosidaza, B-xylosidaza a celobiohydrolaza jsou enzymy, které

produkuji spiS houby a arylsulfatazu spiSe bakterie (Maly et al., 2014).

Klimatické podminky, padni pH a dostupnost substratu ovliviiuji enzymovou aktivitu
mikroorganismU skrz zménu mikrobidlni proliferace a enzymové kinetiky (Kang et Freeman
1999). Pfesto u (Suseela et al., 2014) nebyl zaznamenan Zadny linearni vztah chitindzy a B-
glukosidazy na oteplovani. Pfesto je obecné znamo, Ze se zvysujici se teplotou a zaroven se
snizujici se vlihkosti je inhibovdna aktivita enzymU v pldé. Nékteré proteolytické enzymy tak
mohou sniZit svou aktivitu na stepnich lokalitach, které jsou na vysychani nachylné. Celulazy
a hemicelulazy aktinobakterii nejlépe funguji v neutrdlnim az alkalickém pH, enzymy hub
naopak pracuji nejlépe v kyselém pH (De Boer et al., 2005). Toto tvrzeni potvrzuje i Caldwell
(2005), a zaroven dodava, Ze vétSina enzym0 hydrolyzujicich polysacharidy, jako napftiklad
fosfatdzy a esterazy, maji optimum v kyselém pH. Kyseld fosfataza byla aktivnéjsi v padé
s pH 6,2, které bylo blize jejimu optimu neZ alkalickd fosfataza. Kysela fosfataza byla také
ovlivnéna sezonnim vysychanim pldy vzimé a vIété vice, nez dostupnosti substratu
(Sardans et al., 2008).

Rozklad ligninu je zprostfedkovan takovymi enzymy, jako jsou napfriklad lakdza a

peroxidaza anebo kyslikovymi radikaly, pficemz tento proces probiha striktné v aerobnim
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prostiedi. (De Boer et al., 2005) Lakaza je enzym obsahujici méd’, ktera je schopna oxidovat
Siroké mnozstvi fenolickych sloucenin. S jeji pomoci se depolymerizuje lignin prostfednictvim
oxidace mensich molekul. M(ze ale zastdvat variabilni role napfiklad i ve sporulaci a
pigmentaci (Bugg et al., 2011). Manganova peroxidaza oxidujici manganaté ionty, je jednim
z hlavnich peroxidazovych enzym( degradujici lignin, nachazi se predevsim u Basidiomycetes

kolonizujici dfevo (Hofrichter, 2002).

Jiz dfive se myslelo, Ze jsou houby schopnéjsi efektivnéji v degradaci ligninu
v porovnani s bakteriemi. U nevldknitych bakterii navic nebylo jisté, zdali jsou schopné
lipolytické enzymy sekretovat ven z bunky (Gonzalez et Vicufia, 1990). Rozklad ligninu je
z velké ¢asti nalezen jen u Bazidiomycetes, které se souhrnné nazyvaji houby bilé hniloby a
schopnost rozkladat lignin az na CO, maji pouze tyto houby (Hofrichter, 2002). Prestoze se o
bakteridlnich lignolytickych enzymech vi malo, pravdépodobné bakterie vyuzivaji podobné
enzymy na depolymerizaci ligninu, jako maji houby. Naptiklad byla nalezena houbova lignin
peroxidaza in vivo i u aktinobakterie Corynebacterium equi ATCC 6939 (Gonzalez and Vicuiia,
1990). Siroké spektrum aktinobakterii ma také schopnost extraceluldrni peroxidazové
aktivity. U bakterii byla také zaznamendna lakdzova aktivita (Majumdar et al., 2014). Na
rozdil od hub, mohou mit bakteridlni lakazy urcita vylepseni podle toho, z jakych bakterii jsou
izolovany, podléhaji tedy evoluci. Napfiklad nékteré lakdazy mohou mit polocas rozpadu az 14
hodin pfi 80°C (Thermus thermophilus) a jiné jsou zase aktivni v alkalickém pH (Streptomyces

psammoticus) (Bugg et al., 2011).
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4 Material a metody

Tab. 2: Shrnuti analyz pouzitych v diplomové praci a jejich resitelé.

Metoda

Resitel(é)

ZaloZeni pokusu, méreni teploty a vlhkosti,
odbéry vzorka

RNDr.Markéta Mareckovad, PhD. ; Ing. Jan
Kopecky, PhD. (VURV)

Ptiprava alikvoét(, vazeni vzorkd

Mgr. Veronika Hrdinkova (VURV)

Analyza pldniho pH a obsahu organickych
latek v plidé

lveta Slaninova (VURV)

Elementarni analyza prvkového slozeni

Botanicky Ustav AVCR v Tfeboni, Aquatest
a.s.

Analyza enzymové aktivity rostlinného opadu
a stanoveni jeho suché hmotnosti

Bc. Andrea Buresova

Izolace chromozomalni DNA z plidy a
rostlinného opadu, gelova elektroforéza

Bc. Andrea Buresova

Pfiprava standardu pro aktinobakterialni 16S
rRNA

Bc. Andrea Buresova

Ptiprava standardu pro houbovou 18S rRNA

Ing. Marta Nesvorna (VURV)

Transformace bunék, izolace a restrikce
plazmidu pro 16Si 18S rRNA genu

Bc. Andrea Buresova

Kvantitativni gPCR pro 16S a 18S rRNA pro
vzorky DNA izolované z pUdy a rostlinného
opadu

Bc. Andrea Buresova

Vyhodnoceni vysledkd, statisticka analyza,
grafy

Bc. Andrea Buresova
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4.1 Chemikalie

Tab. 3: Rozpis chemikalii, které byly béhem metod pouzivany a jejich vyrobce/dodavatel

Nazev Vyrobce/Dodavatel
Fenol MP Biomedicals
Chloroform Lachner
Isoamylalkohol Penta
Chlorid sodny Sigma-Aldrich
Octan sodny Sigma-Aldrich
Isopropylalkohol p.a. Penta
Etanol p.a. Penta
Chlorid vapenaty Sigma-Aldrich
Hepes Sigma-Aldrich
Agardéza Sigma-Aldrich
SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder Fermentas
PCR vkladaci pufr Yellow load Top-Bio

Dimethyl-sulfoxid

Top-Bio; Serva

GoTaq® gPCR MasterMix

Promega

Aktinobakterialni primery

Eurogentec

Houbové primery

Metabion international AG

PCR Nucleotide mix (dNTP)

Roche

BSA

New England Biolabs

Dynazyme Il DNA polymeraza

Finnzymes ™

10x Buffer pro DyNAzyme DNA Polymerazu

Thermo Scientific

Tris(hydroxymethyl)aminometan

Serva

Restrikéni endonukleaza Sall

New England BiolLabs

D-glukosa

Sigma-Aldrich

EDTA

Amersham
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MUF substraty Glycosynth
Dihydrogenfosforec¢nan sodny Penta
Yeast extract HiMedia
Ampicilin Duchefa
IPTG Duchefa
X-gal Duchefa
D-glukosa Sigma-Aldrich

4.2 Redéni a priprava roztoki

Tab. 4: SloZeni a priprava jednotlivych roztokd pouzitych pfi analyzach

Nazev SlozZeni Mnoistvi/koncentrace
Tris-acetat 40 mM
TAE
EDTA (pH 8) 1 mM
Trypton 10g
Yeast extract 5g
LB médium (pH 7,5)
NacCl 10g
dH,O0 sterilni 1000 m
NaH,PO, (pH 8) 50 mM
Millerav pufr NaCl 50 mM
Tris-HCI (pH 8) 500 mM
DMAB 0,0826 g
DMAB (25 mM)
Fosfatovy pufr (pH 6,5) 20 ml
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Monohydrat kyseliny 2,1g
citronové
_y e 356¢g
-fosf fr (pH 5): ’
Citrat-fosfatovy pufr (pH 5) Na,HPO4,H,0
100 ml
dH,0
MBTH 0,0043 g
MBTH (1 mM)
deO 20 ml
ABTS 40 mg
ABTS (0,08 %):
deO 50 ml
MnSo,. 2H,0 0,0169 g
MnSQO4 (2 mM)
deO 50 ml
Na,EDTA.2H,0 0,074 ¢
EDTA (2 mM)
deO 50 ml
Kyselina jantarova 0,146 g
Sukcinat-laktatovy pufr (100 mM) DL-kyselina mlé&n3, sodna 164g
sal (60%)
(PH 4,5) 100 m
dH,0
Octan sodny 2,78 g
Acetat pufr Kyselina octova 900 ul
dH,0 1000 ml
Trihydrat octanu sodného 40g
Octan zine€naty adg
Precipitant (pH 5)
95% Etanol 800 ml
dH,0 200 ml.
dH,0 85 ml
Peroxid
30% H,0, 50l
KH,PO4 0,095¢
Fosfatovy pufr (100 mM) pH 6,5 Na;HP4.2H,0 0,540¢g
dH,0 100 ml
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Azo — CM celulosa 1g
acetat pufr (2 M, pH 5) 5 ml
Azo — CM celulosa
azid sodny 0,02¢g
deO 50 ml
Azo —xylan : dH,0 1:1
azo-xylan
MUFX 0,00846 g
MUFX
DMSO 10 ml
MUFG 0,0093 g
MUFG
DMSO 10 ml
MUFP 0,00704 g
MUFP
DMSO 10 ml
MUFN 0,00379g
MUFN
DMSO 10 ml
MUFC 0,01251g
MUFC
DMSO 10 ml
MUFaG 0,00846 g
MUFaG
DMSO 10 ml
MUFU 0,01078 g
MUFU
DMSO 10 ml
MUFS 0,00736 ¢
MUFS
DMSO 10 ml
MUF 0,00176 g
MUF DMSO 10 ml

(Redé&nim v DMSO se
pfipravi 10x a 100x zfedéné
roztoky MUF/100 a MUF/10)
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4.3 Komercni soupravy

GENECLEAN® Turbo Kit — MP Biomedicals
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System - Promega
PGEM®-T Easy Vector Systems — Promega

ClonelET PCR Cloning Kit — Life Technologies

4.4 Oligonukleotidy

Tab. 5: Nazev a sekvence pouzitych primeru

Nazev Sekvence
EUB518R 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’
EUB338F 5"-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’
Act235F 5"-CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’
FF390 5’-CGATAACGAACGAGACCT -3’
FR1 5°-AICCATTCAATCGGTAIT-3’

4.5 Popis lokalit a vzorkovani

Studie probihala na dvou kontrastnich lokalitach, v bukovém lese u Vidné a na
teplomilné stepi Oblik u Loun (Tab. 6). Na Obliku je dominantni travinny a bylinny porost
rdzného druhového sloZeni. Hodnota pH puldy je 7,9 a mnoZstvi organického uhliku v padé je
4,3% (Sagova-Mareckova et al., 2011). Naopak porost na druhé studované lokalité
v bukovém lese u Vidné je tvoren vyhradné bukem lesnim (Fagus sylvatica) a plida je zde
kyselejsi, jeji pH ma hodnotu 5,3. MnoZstvi organického uhliku zde bylo naméreno

s hodnotou 11,7%. Priimérna rocni teplota na povrchu pudy byla v roce 2011 na Obliku 9,6°C
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a ve Vidni 7,3 °C, prbéh teplot a vihkosti ptiidy na obou lokalitach je zaznamenan na

obrazku?2.

Tab. 6: Zemépisné souradnice lokalit (Oblik, Viden), na kterych experiment probihal

Lokalita Souradnice

Bukovy les Dorotheer Wald, Neustift u Vidné | N48 14'43.1", E 16 17' 11.3"

(Rakousko)
Teplomilna step na vrchu Oblik u Loun N 50 24'39.2",E 13 48'17.0"

(Ceskad republika)

. Vlhkost 2 Teplota
—8— Vider
—a— Oblik
15 15
% 10 io-‘? 10 -
-~ Qo
= ()]
s =
5 5 |
0 0 -
1. 3. 5. 7. 9. 11. 1 1. 3. 5. 7. 9. 11. 1.

Cas (mésice)
Obr. 2: Mésicni primérné teploty a vlhkost na povrchu pldy pro jednotlivé mésice
béhem rozkladu na Obliku a ve Vidni v roce 2011.

Tab. 7: Nazev, taxonomické zatrazeni a misto sbéru jednotlivych rostlin pouzitych pfi pokusu

Nazev cesky (ndzev latinsky) trida rad Celed Misto sbéru
Buk lesni (Fagus sylvatica) Rosopsida | Fagales | Fagaceae Viden
Kozinec bezlodyzny (Astragalus exscapus) | Rosopsida | Fabales | Fabaceae Oblik
Ostfice nizka (Carex humilis) Liliopsida | Poales | Cyperaceae Oblik
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Do polyesterovych opadovych sack (litterbags), o rozmérech 5 x 10 cm a s velikosi ok
1 mm, bylo vlozeno 7 g listh buku lesniho (Fagus sylvatica), nadzemni ¢asti ostfice nizké
(Carex humilis) a kozince bezlodyzného (Astragalus exscapus), ptriCemz listy Fagus sylvatica
byly sesbirdny ve Videnské lokalité a nadzemni ¢asti Carex humilis a Astragalus exscapus na
lokalité Oblik (Tab. 7). Na kazdé lokalité se pod opadovou vrstvu uloZilo celkem 120
litterbagt (tj. 40 litterbagl od kazdého rostlinného druhu na kazdé lokalité). To znamena, ze
Fagus sylvatica byl autochtonni ve Vidni a alochtonni na Obliku a Astragalus exscapus a
Carex humilis byly zase autochtonni na Obliku a alochtonni ve Vidni. Odbéry probihaly kazdé
dva mésice, prvni odbér byl proveden v lednu roku 2011 a posledni v lednu 2012. Celkem
probéhlo sedm odbérd a béhem kazdého odbéru bylo odebirano pét litterbagli od kazdého
druhu rostlinného opadu. Pro srovnani byla béhem kazdého ze sedmi odbér(i odebirana také

okolni ptida.

Vzorky byly po vyjmuti z pidy prevezeny v prenosném mrazdku do laboratore.
Jednotlivé litterbagy se zvazily, rostlinny opad a pudda se rozdélili do sterilnich

mikrozkumavek pro dalsi analyzy a ulozZily se do mrazaku do -80°C.

4.6 Fyzikalni a biochemické metody

4.6.1Stanoveni ubytku hmotnosti a suché biomasy

Stanoveni suché hmotnosti bylo provedeno navdienim presného mnoZstvi
rostlinného substratu do sklenéné kadinky. Tento substrat byl vysuSsen do konstantni
hmotnosti pfi teploté 60°C. Pomérem hmotnosti vzorku pred a po vysuseni se vypocitala

vlhkost substratu.

Ke stanoveni Ubytkd hmotnosti rostlinnych opadl se vaZily celé opadové sacky
z kazdého odbéru po prevezeni do laboratofe. Hmotnosti z jednotlivych odbérd byly
vynasobeny pomérem hmotnosti pred a po vysusSeni, ¢imz se zjistil Ubytek suché hmotnosti

rostlinnych substratt v case.
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4.6.2Méreni teploty a vlhkosti

Na méreni pudni vihkosti a teploty béhem rozkladu byl pouzZit detekcni pfistroj
Microlog SP1 od firmy EMS Brno. Na obou lokalitdch bylo vloZzeno teplotni ¢idlo i sadrovy
télisko, zaznamenavaijici padni vlihkost, 10 cm pod pldni povrch tak, aby byl zcela prikryt
padou. Pfistroj zaznamenaval hodnoty kazdou hodinu v pribéhu celého pokusu, na konci
byla data zpracovana pomoci pocitatového programu EMS universal software version
4.3.21.0. Z namérenych dat se vypocitaly priimérné mésicni teploty (°C) a vlhkost (bar) pady

za sledované obdobi.

4.6.3Méreni pH a obsahu organické hmoty v ptidé

Padni pH bylo méreno ve vodném roztoku, kdy se smichalo 5 g pady s 20 ml dH,0 a
smés se nechala pres noc odstat. DalSi den byla zméfena s pomoci pH metru pH vodného
roztoku. Obsah organické hmoty v pidé byl stanoven jako rozdil mezi hmotnosti vysusené
pady pred a po spaleni pfi 500°C do konstantni hmotnosti, hodnota bylo pfepocitana na

procenta.

4.6.4Elementarni analyza prvkového slozeni

Ke stanoveni celkového obsahu uhliku a dusiku na vzorcich rostlinného opadu, bylo
tfeba navazit 2 g ususeného zhomogenizovaného vzorku, ktery byl poté analyzovan
v pfistroji pro analyzu prvkd CNS analyzer (Elementar Analysensysteme, Némecko). Analyza

probéhla na zakazku ve firmé Aquatest a.s.

Obsah fosforu byl stanoven ve 20 mg vysusSeného vzorku opadu, ktery byl sekvenéné
rozklddan za pomoci HNO3 a HCIO4. V mineralizovanych vzorcich byl obsah fosforu

analyzovan prltokovou injekéni analyzou se spektrofotometrickou detekci, pouzitim FIA
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Lachat QC 8500 analyzéru (Lachat, Instruments, Hach Company, Colorado). Analyza probéhla

na zakazku v Botanickém Institutu v Treboni.

4.6.5Stanoveni enzymové aktivity

Ve vzorcich rostlinného opadu se analyzovala enzymova aktivita dvou oxidativnich a
deseti hydrolytickych enzym0. Mezi stanovené oxidativni enzymy patfi lakdza a manganova
peroxidaza. Stanovované hydrolytické enzymy, které byly stanoveny se déli na endoenzymy,
které Stépi retézec uprostied a exoenzymy, které jej Stépi na kraji. Stanovované endoenzymy
enzymy, jejichz aktivita byla mérena, jsou endoxylanaza a endoglukanaza a mezi exoenzymy
enzymy patfi B — xylosidaza, B — glukosidaza, kysela fosfataza, chitindza, celobiohydrolaza,
o — glukosidaza, glukuronidaza a arylsulfataza (Tab. 8). Pro analyzu oxidativnich a
endocelulazovych enzymu bylo tfeba pouzit odsoleny vzorek. Analyza byla provedena podle

protokolu od Baldrian (2009).

Tab. 8: Nazev a druh analyzovaného rozkladného enzymu a k nému pfislusny substrat

Nazev enzymu Druh enzymu substrat
B - xylosidaza Hydrolyticky exoenzym MUFX
B — glukosidaza Hydrolyticky exoenzym MUFG
Kysela fosfataza Hydrolyticky exoenzym MUFP
Chitinaza Hydrolyticky exoenzym MUFN
Celobiohydrolaza Hydrolyticky exoenzym MUFC
a — glukosidaza Hydrolyticky exoenzym MUFaG
Glukuronidaza Hydrolyticky exoenzym MUFU
Arylsulfataza Hydrolyticky exoenzym MUFS

Endoxylanaza Hydrolyticky endoenzym Azo-xylan
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Endoglukanaza Hydrolyticky endoenzym Azo — CM celulosa

Manganova peroxidaza Oxidativni AR, AP, AB

Lakaza Oxidativni ABTS

4.6.5.1 Stanoveni aktivity hydrolytickych exoenzymii

Hydrolytické enzymy, které Stépi polysacharidovy retézec na kraji, byly stanoveny
spektrofotometricky s vyuzitim fluorescencné znacenych substratl. Fluorescence se dala

pozorovat po enzymatickém Stépeni substratu.

Do plastovych Erlenmeyerovych banék bylo navazeno 0,5 g rostlinného substratu.
Pfidalo se 50 ml acetatového pufru a na stfedni rychlost se vzorek homogenizoval na

UltraTurraxu (IKA Labortechnik, Némecko) po dobu 45 sekund.

Na plastovou mikrotitracni desticku s 96 jamkami se do pfislusnych jamek pridalo 40
ul substratl (MUFG, MUFC, MUFX, MUFN, MUFU, MUFP, MUFS a MUFaG) podle tabulky 9.
K substratim MUFG a MUFP se navic pridalo jesté 20 ul DMSO. Standardd (MUF, MUF/10,
MUF/100 fedéni v DMSO) se do poslednich tfi sloupct pfidalo takové mnoizstvi, jaké je
uvedeno v tabulce ¢. 9. S pomoci vicekanalové pipety se k substratiim a standardim do
kazdé jamky napipetovalo 200ul vzorku. Takto pfipravené desticky byly inkubovany
v termostatu pfi teploté 40°C. Po 5 a 125 minutach byla zmérena fluorescence pfi vinové
délce excitace 355 nm a emise 460 nm na pfistroji TECAN Austria s vyuZitim softwaru

Magellan. Mezi méfrenimi byly vzorky inkubovany pfi 40°C.
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Tab. 9: Mikrotitracni desticka s umisténim substrata a kalibrac¢nich roztokd

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12,

1 1 1 2 2 2 3 3 3 L R s
MUFG | MUFG | MUFG | MUFG | MUFG | MUFG | MUFG | MUFG | MUFG
1 1 1 2 2 2 3 3 3 ! 2 3
MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC 10wl 10wl 10wl
MUF/100 | MUF/100 | MUF/100
' ' 1 2 2 2 3 3 3 201pl 202ul Zgul
wurx | mupx | MURX | MURX | MURX | MURX | MURK | MURK | MR | oo
1 1 1 2 2 2 3 3 3 501ul 502pl Sgul
MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUFN | MUEN | S| oo o
1 1 1 2 2 2 3 3 3 . 2 3
MUFU | MUFU | MUFU | MUFU | MUFU | MUFU | MUFU | MUFU | MUFU 20u! 20ul 20ul
MUF/10 | MUF/10 | MUF/10
1 1 1 2 2 2 3 3 3 ! 2 3
MUFP | MUFP | MUFP | MUFP | MUFP | MUFP | MUFP | MUFP | MUFP >0u! S0ul S0ul
MUF/10 | MUF/10 | MUF/10
1 1 1 2 2 2 3 3 3 ! 2 3
MUFS | MUFS | MUFS | MUFS | MUFS | MUFS | MUFS | MUFS | MUFs 10 10 10wl
MUF MUF MUF
1 1 1 2 2 2 3 3 3 2gu| 202ul Zgul
MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUFaG MUEF MUF MUE

4.6.5.2 Odsoleni

Odsolenim se z roztoku odstrani slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, jako
jsou kovy a huminové latky, které inhibuji analyzu oxidativnich enzym( a hydrolytickych

enzym( Stépicich fetézec uprostred (Baldrian, 2009).

Nejdfive se 5 ml vzorku v acetatovém pufru z pfedchoziho kroku prefiltrovalo pres
filtrani papir do Ccisté zkumavky. Na odsoleni byly pouZity odsolovaci kolony PD-10
(Pharmacia, Svédsko) postupovalo se podle vyrobniho protokolu. Nejdfive se do kolon
naneslo 3,5 ml dH,0, které kolonu promyly a odtekly do pfipravenych kadinek. Kdyz voda
odtekla, naneslo se 2,5 ml prefiltrovaného vzorku, ktery vodu z kolony vytlacil. Kadinky
s vodou se po té vymeénili za zkumavky na vzorky. Do kolony se naneslo 3,5 ml dH,0 a vzorek
vytékal z kolony do pfipravené zkumavky. Poté se zkumavky se vzorkem uchovaly na dalsi

analyzu a kolona se znovu promyla 3,5 ml dH,0.
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4.6.5.3 Stanoveni aktivity hydrolytickych endoenzymii

Do dvou 1,5 ml eppendorfek se pfidalo 150 pl odsoleného vzorku. Do jedné

eppendorfky se ke vzorku pfidalo 150 pl substratu na méreni endoglukanazy (azo-CM

celulosa: karboxymetyl celulosa) a do druhé 150 pl substratu na méreni endoxylanazy (azo-

xylan: xylan z brezového dreva). Postup pfipravy substratl je uveden v tabulce ¢. 10. T¥i

eppendorfky pro endoxylanazu a tfi pro endogklukanazu byly pouzity jako BLANK a misto

vzorku do nich bylo nepipetovano 150ul dH,0. Vzorky se promichaly na vortexu na stredni

rychlost po 3 sekundy a nechaly se inkubovat na 1 hodinu pti 40°C. Potom se pfidalo 750 pl

precipitantu, a tim se reakce zastavila. Vzorky se promichaly a vlozily do centrifugy na 10

minut pri 10 000 x g. Poté se spektrofotometricky méfily pfi 595 nm v 1000 pl plastové

kyveté, kdy mnozstvi uvolnéného barviva do roztoku pozitivné koreluje s mnozstvim

uvolnénych nastépenych cukrd.

Tab. 10: Postup pfipravy substratl pro stanoveni endoenzymi (Azo-CM celulosa a Azo-

xylan) a pfiprava precipitantu

Azo — CM celulosa

NouswN e

Navazit 1g substratu Azo — CM celulosa do Erlenmeyerovy banky
Predehrat dH,0 na 85-90°C a pridat 40 ml k substratu

Rozpustit ve vodé po dobu 15 minut, michat

Pfidat 5 ml acetat pufru (2 M, pH 5)

Doplnit dH,0 na 50 ml

Pridat 0,02 azidu sodného

Uchovavat v chladu maximalné 12 mésicl

Azo-xylan

1.

Azo — xylan zfedit 1:1 s dH,0

Precipitant

1.

w

40g trihydrat octanu sodného a 4 g octanu zinecnatého rozpustit ve 150 ml
dH,0.

Upravit na pH 5 s pomoci HCI.

Pridat dH,0 na 200 ml.

Pridat 800 ml 95% Etanolu.
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4.6.5.4 Stanoveni aktivity oxidativnich enzymii

Lakaza

Pro stanoveni lakazové aktivity se nejdrive nepipetovalo 50 pl odsoleného vzorku do
¢tytr jamek na plastovou mikrotitracni desticku. Do kazdé jamky se ke vzorku ptidalo 150 pl
citrdt — fosfatového pufru a 50 pl ABTS. Potom se co nejrychleji desticka spektrofotometricky
mérila na pristroji TECAN Austria pti laboratorni teploté, nejdfive 30 x 7 sekund a pak 2 x 7

minut pfi 420 nm.

Manganova peroxidaza, peroxidaza a oxidaza

Nejdrive bylo tfeba namichat peroxid a substraty AR, AP a AB, jejich sloZzeni pro jeden
vzorek je uvedeno v tabulce ¢. 11. Substraty a peroxid nelze uchovavat pro dalsi stanoveni,
vzdy se michaji nové. Do dvaniacti jamek na mikrotitracni desticku se napipetovalo 50 pl
odsoleného vzorku a vidy do ctyr jamek se vzorkem bylo nepipetovano 200 ul kazdého
substratu AR, AP a AB. Desticka byla potom ihned spektrofotometricky zmérena na pfistroji

TECAN Austria pfi laboratorni teploté 3 x 7 minut pfi 595 nm.

Tab. 11: Postup pfipravy substratl (AR, AP, AB) pro stanoveni aktivity manganové
peroxiddzv, peroxidazy a oxidazv.

AR AP AB
Sukcinat — laktat pufr 580 ul 580 ul 580 ul
DMAB 70 pl 70 pl 70 pl
MBTH 38 ul 38 ul 38 ul
MnSO,4 38 ul - -
Peroxid 38 ul 38 ul -
EDTA - 38 ul 38 ul
dH,0 - - 38 ul
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4.7 Molekularni metody

4.7.11zolace chromozomalni DNA z piidy a z rostlinného
opadu

Izolace chromozomalni DNA byla provedena podle protokolu Sagova-Mareckova et
al., (2008) Do 2ml Sroubovacich zkumavek se navazilo 0,5 g smési kulicek o priméru 0,1 mm
a 0,5 mm. Po jejich vysterilizovani do nich bylo navazeno 0,5g vzorku pudy (rostlinného
opadu 0,1 g) a pridalo se 600 ul Millerova extrakéniho pufru a 300 pl smési
fenolu:chlororoformu:izoamylalkoholu v poméru 25:24:1 (k opadu se pridalo 114 ul fenolu a
150 pl smési chloroform:izoamylalkohol v poméru 24:1). Zkumavky byly vloZzeny do mlynku
(3110 BX Mini-NeadBeater-1, BioSpec), a po dobu 90 sekund pfi 2 500 kmitech za minutu
probihala homogenizace smési (opad byl homogenizovan 2 minuty pti 4 000 kmitech za
minutu). Vzorky se nechaly v centrifuze odstfedit na 2 minuty pfi 12 000 x g a odstredény
supernatant byl odebran do distych 2ml zkumavek. Do zkumavek, ze kterych byl odebran
supernatant, se opét pridal MillerGv pufr, ale tentokrat jen 300 pl, a poté byly viozeny do
mlynku na 30 sekund pfi 2 500 kmitech za minutu. Zkumavky byly znovu vloZeny do
centrifugy na 2 minuty pfi 12 000 x g a odstfedény supernatant byl pridan k odebranému

supernatantu z predchoziho kroku.

K supernatantu se pridal stejny objem smési fenol:chloroform v poméru 1:1 jako byl
objem vzorku ve zkumavce. Vzorky se dikladné promichaly a centrifugovaly se 5 minut pfi
3000 x g. Poté byl opét odebran supernatant, ke kterému se pfidalo stejné mnoZstvi
chloroformu, jako bylo odebraného supernatantu. Po peclivém promichani se nechaly vzorky
opét odstfedit na 5 minut pfi 3000 x g a znovu byl odebran supernatant do cistych
zkumavek. Ty se nechaly zahrat v termobloku na 65 °C a pak se do kazdé zkumavky ptidal 5
M roztok chloridu sodného az na vyslednou koncentraci 1,5 M a 10% CTAB do vysledné
koncentrace 1%. Vzorky se nechaly inkubovat v termobloku na dobu 30 minut pfi 65°C. Po
této dobé se ochladily na ledu pfiblizné na 20°C a pfidal se k nim stejny objem chloroformu,
jako byl objem vzorku. Smés ve zkumavkach se peclivé promichala a byla vloZzena do
centrifugy na 15 minut pfi 2 000 x g. Po této dobé se do Cisté zkumavky odebrala vodna faze.

Kni se pfidalo 10% objemu 3 M roztoku octanu sodného (pH 5) a 60% objemu
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izopropylalkoholu. Vzorky byly promichany a nechaly se inkubovat 30 minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby byly vzorky centrifugovany v centrifuze nastavené na 4 °C na

20 minut pfi 10 000 x g.

Po vyjmuti z centrifugy se slil supernatant opatrné, aby peleta zlstala ve zkumavce.
K ni se pfidalo 50 ul vychlazeného 70% etanolu, ktery ji promyl. Nasledné byly vzorky stoceny
v centrifuze pfi 4 °C po dobu 5 minut pfi 10 000 x g. Etanol se slil a peleta byla vysusena ve
vakuové odparce pfi teploté 40 °C. Poté bylo pfidano 50 ul destilované vody a DNA byla
rozpousténa po dobu 60 minut pfi teploté 65 °C. Nakonec se pfidal stejny objem 1 M roztoku
smési chloridu vapenatého s Hepes a smés byla inkubovana po dobu 15 minut pfi laboratorni
teploté. Po inkubaci se DNA precistila pomoci GENECLEAN® Turbo kit (MP Biomedicals,
Solon, USA).

Precisténi bylo provedeno podle protokolu komercni sady. Do extrahované DNA byl
prfidan pétindsobny objem roztoku GeneClean Turbo Salt Solution a vzorky byly pak
promichany. Poté byl objem (pfiblizné 580 ul vzorku) jednotlivych zkumavek prenesen na
precistovaci kolonku se sbérnymi zkumavkami. Ty se vloZily do centrifugy asi na 5 sekund pfi
13 500 x g. Obsah sbérnych zkumavek se vylil a filtr kolonky se opét nasadil zpét na sbérnou
zkumavku. Do filtru se naneslo 500 ul roztoku GeneClean Turbo Wash, a pak byly vzorky opét
centrifugovany na 5 sekund pfi 13 500 x. Opét se vylil obsah sbérnych zkumavek. Do filtr( se
naneslo opét 500 ul roztoku GeneClean Turbo Wash a vzorky byly centrifugovany po dobu 5
sekund pfi 13 500 x. Po vyliti obsahu sbérnych zkumavek byly vzorky opét centrifugovdny na
4 minuty pfi 13 500 x g, aby se z kolonek odstredil prebytecny roztok. Kolonky byly poté
preneseny do Cistych mikrozkumavek a na filtr se naneslo 50 ul roztoku GeneClean Turbo
Elution Solution, ktery byl pfedem ve vodni lazni ochlazen pftiblizné na 37 °C. Vzorky se
nechaly pfi laboratorni teploté inkubovat 5 minut. Potom se vzorky stocily v centrifuze na 1
minutu pfi 13 500 x g, ¢imZ se izolovana DNA uvolnila z filtru do mikrozkumavky. Precisténa

DNA byla uloZzena v — 80 °C.
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4.7.2Elektroforéza

Elektroforéza v agarozovém gelu byla pouzita k ovéreni vysledk( extrakce DNA a PCR
reakce. Na 50 ml agarozového byla potfeba smichat 50 ml TAE pufru a 0,5 g agarozy a nechat
v mikrovinné troubé rozpustit a pak pod tekouci vodou lehce zchladit. Do roztoku se pridalo
5 pl SYBR Safe DNA Gel Stain (v DMSO v poméru 1:9). Roztok se nalil do formy a byl
ponechan asi 30 minut v laboratorni teploté. Ztuhly gel se vlozil do elektroforézové
aparatury s TAE pufrem. Do kazdé jamky se nanesl 1 pl vzorku DNA smichany s 2 ul pufru
Yellow load. Do jedné jamky v gelu se naneslo 5 pl markeru GeneRuler™ 1kb Plus DNA
Ladder s jehoz pomoci byla uréena velikost a mnozstvi vzorku. Po naneseni vzord na gel byla
spusténa elektroforéza pfi konstantnim proudu 100 V a napéti 95 mA po dobu 20 minut.

Poté byl gel vyhodnocen na UV transluminatoru.

4.7.3Kvantitativni PCR (qPCR)

4.7.3.1 Priprava standardu a transformace bunék

Na vyrobu standardu kvantitativni PCR pro aktinobakterie byl pouZit kmen
Streptomyces europaeiscabiei DMS 41802. S timto kmenem byla nejdfive provedena PCR

reakce s obecnymi bakterialnimi primery.

Pro vyrobu standardu kvantitativni PCR pro houby, jehoZ sekvence ma 100% identitu
s rliznymi kmeny Penicillium sp., byla pouzita DNA izolovana z environmentalniho klonu.

Nejdrive probéhla qPCR reakce s pomoci houbovych primer(.

Vzorky pro 16S rRNA byly precistény sadou QIAquick® PCR Purification Kit a
naklonovany do vektoru komeréni sady pGEM®- T Easy Vector Systems od spolecnosti
Promega podle protokolu. Narostlé klony pro houbovy i aktinobakterialni standard byly
ockovany do sterilniho tekutého LB media s pfidavkem amplicinu o koncentraci 100 pg.ml™.

Misky byly tfepany 200 rpm 16 hodin pfi 37°C.

53



Vzorky se po 16 hodinach stocily v centrifuze a medium se odlilo. Vzorky se nékolikrat

promyly destilovanou vodou a plazmid byl izolovan.

4.7.3.2 I1zolace plazmidu

Izolace byla provedena podle protokolu komercéni sady Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System. K peleté bunék ve zkumavce bylo pfiddno 250 ul Cell Resuspension
Solution a obsah byl promichan. Poté se pfidalo 10 ul Alkaline Protease Solution a vzorky se
opét promichaly. Vzorky se nechaly inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Pak
se pridalo 350 ul Neutralization Solution a vzorky se stoCily v centrifuze na 10 minut pfi
14 000 x g. Odebral se cisty lyzat do zkumavek s filtry na kterych se vzorek zachytil a pridalo
se 750 ul Wash Solution. Vzorky se vloZily do centrifugy na 1 minutu pfi 14 000 x g. Pridalo se
250 pl Wash Solution a vzorky se centrifugovaly 2 minuty pfi 14 000 xg. Filtry se nasadily na
Cisté zkumavky a do filtru se naneslo 100 pl sterilni destilované vody, kterou se vzorek z filtru
vymyl do zkumavky. Vzorky se vlozily do centrifugy na 1 minutu pfi 14 000 x g. Poté se filtry
ze zkumavek odebraly a produkt izolace ve zkumavkach byl zkontrolovdan na gelové

elektroforéze.

4.7.3.3 Stépeni plazmidu restrikéni endonukledzou Sall

K 50 ul izolovaného plazmidu bylo pfidano 60 pl pufru a reakéni objem byl doplnén na
590 ul sterilni destilovanou vodou. Ptidalo se 5 pl restrikéniho enzymu Sall (pro houby i
aktinobakterie). Vzorky se promichaly a nechaly se inkubovat 90 minut pfi 37°C. Po této
dobé se opét pridalo 5 ul restrikéniho enzymu Sall a za ob¢asného michani se vzorky nechaly
inkubovat dalSich 90 minut pfi 37°C. Na elektroforézovy gel se nanesl 1 ul vzorku. Vzorek byl
spravné nastépen v pfipadé, Ze se na gelu objevil nerozmazany, jasné ohrani¢eny prouzek.
V tom pfipadé se provedla inaktivace zahratim vzorku na 65°C po dobu 20 minut, ¢imzZ se

ukondila restrikce. Vzorky byly poté precistény.
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4.7.3.4 Precisténi nastépeného plazmidu fenolem a chloroformem

Ke smési po Stipani se pfidalo v poméru 1:1 smés fenol:chloroform:izoamylalkohol
(v poméru 25:24:1) a 1-2 minuty se vzorky promichaly na vortexu a pak se vloZily do
centrifugy na 2 minuty pfi 3 000 x g. Odebrala se horni vodna faze do Cisté ependorfky, ke
které se pfidalo v poméru 1:1 smés chloroform/izoamylalkohol (pomér 24:1). Po promichani
na vortexu se vzorky vlozily do centrifugy pti 3 000 x g. Odebrala se vodna faze, ke které se
pridal 10% z ptvodniho objemu vzorku 3 M octan sodny a 70% z ptvodniho objemu vzorku
vychlazeného izopropylalkoholu. Po promichani se vzorky nechaly inkubovat 20 minut na
ledu. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 20 minut pfi 10 000 x g pri teploté 4°C.
Po centrifugaci se slil supernatant a peleta na dné ependorfky se promyla 100 ul
vychlazeného 70% etanolem. Vzorky se opét centrifugovaly po dobu 10 minut pfi 10000 x g
pri teploté 4°C. Etanol se slil a a vzorky se vysusily pri 40°C ve vakuové odparce. Ke vzorkim
pfidalo 100 pl 10 mM roztoku TRIS (pH 8) a DNA se rozpoustéla 60 minut pti 60°C. Nakonec
se nanesl 1 pl vzorku na elektroforezovy gel a stanovila se koncentrace standardu. Standardy

se rozdélily na alikvoty po 10 pl a ulozZily se do mrazaku do -80°C.

4.7.3.5 Kvantitativni PCR (qPCR)

Pro qPCR byla namichana rekéni smés, jejiz slozeni pro jeden vzorek je uvedeno
v tabulce ¢. 12. Pro kazidy béh reakce byla namichana fedici fada standardu. Pro stanoveni
poctl kopii genu pro 16S rRNA u aktinobakterii byly pouZity primery Act235F a Eub518R,
jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce €. 5. Standard byl pfipraven naklonovdnim genu 16S
rRNA z kmene Streptomyces europaeiscabiei DMS 41802. Pro stanoveni poctu kopii genu pro
18S rRNA u hub byly pouZity primery FF390 a FR1, jejichZ sekvence jsou uvedeny v tabulce ¢.

5. Standard byl pfipraven naklonovanim genu 18S rRNA z environmentalniho klonu.

Nejdrive byla pfipravena reakce pro stanoveni hub a pak aktinobakterii. Do kazdé
jamky 96-ti jamkové desticky specidlné uréené pro kvantitativni PCR bylo nepipetovano 10 pl
namichané smési. Vidy dva sloupce v destice po osmi jamkach byly vyhrazeny pro standard,

ktery byl nafedén desitkovou fedici fadou v 10 mM TRIS. Na desticku pro stanoveni hub se

55



naneslo do prvni jamky 0,55 ng, do druhé 0,055 ng a do dalSich jamek vidy 10x mensi
jako negativni kontrola a misto standardu se nanesla voda. Na desticku pro stanoveni
aktinobakterii se do prvni jamky naneslo 1,25 ng standardu, do druhé jamky desetkrat méné
(0,125 ng) a tak dale az do sedmé jamky a osma slouzila opét jako negativni kontrola. Totéz
bylo naneseno do druhého sloupce uréeného pro standard. Vzorky DNA byly naneseny vidy
ve tfech opakovanich, nanaska DNA byla celkem 5 pl vzorku o koncentraci 2 ng. pl™. Rozpis
reakce pro amplifikaci genu pro 18S rRNA hub a 16S rRNA aktinobakterii je popsan

v tabulkach €. 13 a 14. Po ukonceni reakce byla data dale zpracovana.

Tab. 12: Namichani reakéni smési pro gqPCR reakci stanoveni poc¢tu gend 165/18S rRNA pro
aktinobakterie a houby

Objem reakcni smési pro 1
koncentrace
vzorek

Aktinobakterie | Houby Aktinobakterie | Houby
PCR master mic (Promega) 7,5 7,5
PFimy primer 0,3 0,9 10uM 10uM
Zpétny primer 0,3 0,9 10uM 10uM
Sterilni dH,0 1,9 0,7

Nejdfive se data upravila pfimo v programu StepOne Software v 2.2.2. Zkontrolovala
se kalibracni kfivka, jejiz smérnice by se méla pohybovat kolem hodnoty -3,3. Podle této
krivky lze vyvodit, jestli doslo k sprdvnému nafedéni standardu a zda nedoslo k chybé pfi
pfipravé. Spravné by vSechny body predstavujici jednotlivé fedéni standardu mély lezet na
pfimce se smérnici -3,3 ve stejnych vzdalenostech od sebe. Vychazi se z pfedpokladu, ze by
v idedInim pripadé produkt vznikal se stoprocentni Gcinnosti a smérnice je tak -3,3. Pokud
ma primka vyssi sklon, produkt nevznikd s dostatec¢nou ucinnosti. Standardy slouzi k tomu,
aby se vytvofila chybna smérnice. Ddle se zkontrolovala kfivka tani, ktera by méla mit jeden
vrchol a méla by mit pro vSechny vzorky zhruba stejny tvar. Pokud by méla vice vrchol(i nebo

by teplota tani byla pfili$ nizka, znamenalo by to, Ze nevznikl spravny produkt
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Tab. 13: Protokol reakce pro amplifikaci aktinobakteridlnich gen(i 16S rRNA

Krok Teplota Doba trvani Pocet opakovani
Iniciace 95°C 10 minut 1x
Denaturace 95°C 15 sekund

Nasedani primer0 56°C 30 sekund 45x
Syntéza 72°C 30 sekund

Denaturace 95°C 15 sekund 1x
Nasedani primeru 56°C 60 sekund 1x
syntéza 72°C 15 sekund 1x

Tab. 14: Protokol reakce pro amplifikaci houbovych gend 18S rRNA

Krok Teplota Doba trvani Pocet opakovani
iniciace 95 °C 10 minut 1x
denaturace 95 °C 15 sekund

nasedani primer( 50°C 30 sekund 45x
syntéza 72°C 30 sekund

denaturace 95 °C 15 sekund 1x
nasedani primer( 50 °C 60 sekund 1x
syntéza 72°C 15 sekund 1x

4.8 Statistické vyhodnoceni vysledkti

Na statistické vyhodnoceni vysledkld byl pouZit softwaru STATISTICA 12 (Statsoft).
Vstupni hodnoty zahrnovaly zdvislé proménné, které zahrnovaly aktivity enzymU, hmotnost,
aktinobakteridlni a houbové kopie genli rRNA a jako nezavislé proménné slouZily data pro
Cas, lokalitu a druh rostlinného opadu. Nejprve byla provedena analyza variance s
interakcemi (ANOVA), kde bylo tfeba néktera data logaritmicky transformovat, aby dosdahla
normalniho rozdéleni. Jednalo se konkrétné o hodnoty aktivity enzyma a poctd kopii gent
16S a 18S rRNA pro houby a aktinobakterie, hmotnost vykazovala normalni rozloZeni chyb a
tak tato data nemusela byt transformovana. Byla vypocitana p hodnota pro a<0,05, uréena
statisticka vyznamnost rozdilem jednotlivych zavisle proménnych na faktorech ¢asu, lokality

a druhu rostliny. Pro vztah mezi hmotnosti, houbami, aktinobakteriemi a interakci rostliny a
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lokality, byly zkonstruované grafy pro vizualizaci tohoto vztahu a pro porovnani rozdild mezi
jednotlivymi rostlinami a lokalitami. S netransformovanymi daty byla vypocitana
Spearmanova neparametricka korelace, ktery ukazala vzajemnou korelaci mezi zavislymi

proménnymi nabyvajici hodnot <-1,1>, na hladiné vyznamnosti a<0,05.

PCA analyza hlavnich komponent byla pouzita pro uréeni korelace mezi jednotlivymi
proménnymi. Vstupni kvantitativni proménné byly opét stejnym zplsobem transformovany
pro dosazeni normalniho rozdéleni jako pro analyzu ANOVA s interakcemi. V software
STATISTICA 12 byla zvolena vicerozmérna analyza hlavnich komponent, kterd ukazuje vztah
mezi zvolenymi proménnymi v zavislosti na vzdjemné poloze Sipek. Pokud sviraji pravy uhel,
mezi dvéma proménnymi je nulovy vztah, pokud sviraji ostry uhel, je mezi nimi pozitivni a
pokud tupy, tak negativni korelace. S pomoci programu STATISTICA 12 byl zkonstruovén
bodovy graf mezi enzymovou aktivitou logaritmicky transformovanych enzymu a hmotnosti,

ktera slouzila k vizualizaci rozdil(i mezi aktivitami vSech sledovanych enzymd.

S pomoci softwaru CANOCO 4.5 byla vypocitana unimodalni nepfima analyza (CA) pro
vSechny enzymy, ktera ukazuje, jak se jednotlivé enzymy od sebe [iSi v zavislosti na tom, jak
jsou od sebe jednotlivé body predstavujici dany druh enzymu vzdalené v grafu vytvoreném

v programu CANODRAW.
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5 Vysledky

5.1 Ubytek suché hmotnosti
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Obr. 3: Suchd hmotnost tfi rostlinnych druhG opadu na Obliku a ve Vidni béhem
jednotlivych mésicl rozkladu v letech 2011-2012. Jsou uvedeny praméry z péti opakovani a

smérodatné odchylky
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Tab. 15: Faktoridlni ANOVA pro hmotnost a faktory rostliny, ¢asu a lokality a jejich

interakce.
Hmotnost

Efekt St. volnosti F p

Abs.¢len 1 6,1E+03 A
rostlina 2 409,05 *xx
lokalita 1 32,56 A
cas 5 75,40 A
rostlina*lokalita 2 6,24 0,0025
rostlina*cas 10 12,40 ok
lokalita*cas 5 5,27 ok

Suchd hmotnost ubyvala na obou lokalitdch a pro kazdy druh rostlinného opadu
jinym zpUsobem. Signifikantné vysla zavislost hmotnosti na Case, lokalité i druhu rostliny a
jejich dvojnych interakci. Ve Vidni byla suchda hmotnost vSech rostlin celkové nizsi, nez na
Obliku, jak je patrné z obrazku 3, pricemz nejvétsi rozdil mezi lokalitami byl vypocitan
s pomoci ANOVA u Carex humilis. Nejvice suché hmotnosti mél na za¢atku Fagus sylvatica a
nejméné Astragalus exscapus. V prlibéhu rozkladu se v nékterych fazich hmotnost
opadovych sacku zvysila. U Fagus sylvatica hmotnost vzrostla v Cervenci na Obliku i ve Vidni.
U Astragalus exscapus byl zaznamenan mirnéjsi narlst suché hmotnosti v mésici breznu. U
Carex humilis byl zaznamendn narlst hmotnosti na obou lokalitdich béhem cervence. Ve
Vidni byl u Astragalus exscapus a Carex humilis zaznamenan jesté dalsi narlst hmotnosti ve
tretim mésici u Carex humilis a v jedenactém meésici u Astragalus exscapus. U Carex humilis
a Fagus sylvatica byl rozdil mezi suchou hmotnosti na zacatku a na konci méreni vyssi na
Obliku v porovnani s Vidni. Naopak u Astragalus exscapus byl vétsi Gdbytek suché hmotnosti

zaznamenan ve Vidni nez na Obliku.
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Obr. 4: Graf vztahu hmotnosti (osa y) a interakce faktorl lokality (osa x; V: Viden,O: Oblik)
a druhu rostlinného opadu (osa x; Fagus sylvatica ®, Astragalus exscapus ®, Carex humilis

®). Rozmezi sloupcli oznacuje 95% interval spolehlivosti.
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5.2 Elementarni analyza prvkového slozeni
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Obr. 5: Obsah uhliku, dusiku a fosforu tfi druhd rostlinného opadu na dvou lokalitach

(Oblik/Viden) pred rozkladem (mésic 0) a béhem jednotlivych mésict rozkladu v roce
2011-2012. Jsou uvedeny prliméry z péti opakovani a smérodatné odchylky.
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Analyzou prvkového sloZeni bylo stanoveno procentuadlni zastoupeni uhliku, dusiku a
fosforu v rostlinném opadu. Pletiva vSech rostlin obsahovala nejvétsi zastoupeni uhliku a
nejméné fosforu. Pfed vlozenim rostlinného opadu do pudy bylo u vSech rostlin podobné
zastoupeni uhliku. Nejvice dusiku obsahovala rostlina Astragalus exscapus (2,5%), u dalsich
dvou rostlin se jeho obsah pohyboval okolo 1,3%. Nejvétsi obsah fosforu byl naméren také v
Astragalus exscapus (1%) a u dalSich dvou rostlin byla tato hodnota pfiblizné polovicni. U
Astragalus exscapus doslo na zacatku rozkladu k Ubytku predevsim uhliku, naopak u dalSich
dvou prvkl doslo v prvnich mésicich k narlstu jejich obsahu. V dalSich fazich dochazi u
fosforu na Astragalus exscapus k Ubytku az do konce rozkladu, zatimco u dusiku dochazi k
fluktuacim, které jsou vyraznéjsi na Obliku neZ ve Vidni, podobné jako u uhliku. U Carex
humilis také nejvice ubyval uhlik v prvnich mésicich, pficemz vétsi ubytek byl zaznamenan na
Obliku. Dusik a fosfor v tomto rostlinném opadu na Obliku i ve Vidni mirné nardstal, ale
obsah dusiku na Obliku az do brezna mirné klesal. Tento trend pokracoval az do poslednich
mésicl rozkladu. U Fagus sylvatica také nejvice ubyval ze vSech prvkd pravé uhlik, pficemz
vétsi ubytek byl zaznamenan na Obliku. U Fagus sylvatica analyzy z nékterych mésicd
chybéji, protoze analyza neprobéhla Uspésné. Presto je patrné, Ze u tohoto rostlinného
opadu se krivka obsahu fosforu a dusiku pozvolné snizuje v pribéhu celého rozkladu a v
poslednich mésicich narlsta u uhliku a dusiku na Obliku a také u fosforu ve Vidni. Pokles je v

této dobé naopak zaznamenan u uhliku a dusiku ve Vidni.
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5.3 Enzymova aktivita
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Obr. 6: Aktivita B- glukosiddzy, celobiohydrolazy a B-xylosidazy na dvou lokalitach

(Oblik/Viden) a tfech druzich rostlinného opadu béhem jednotlivych mésicl rozkladu

v letech 2011-2012. Jsou uvedeny priiméry z péti opakovani a smérodatné odchylky.
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Obr. 7: Aktivita chitindazy, glukuroniddzy a kyselé fosfatdzy na dvou lokalitach

(Oblik/Viden) a tfech druzich rostlinného opadu béhem jednotlivych mésict rozkladu

v letech 2011-2012. Jsou uvedeny priméry z péti opakovani a smérodatné odchylky.
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Tab. 16: Faktoridlni ANOVA pro B- glukosidazu, celobiohydrolazu, B —xylosidazu, chitindazu
a faktord rostliny, ¢asu a lokality. Zavisla proménnad byla logaritmicky transformovana.

B-glukosidaza Celobiohydroldza |B-xylosidaza Chitindza

Efekt St. volnosti F p F p F p F p

Abs.clen 1 1,4E+05 0,00( 6,1E+04 ***| 6,8E+04 **% 9 0E+04 ook
rostlina 2 14,96 kE 36,88 kE 69,94 E 66,35 i
lokalita 1 8,0218 0,0052| 7,0418 0,0088| 8,9946 0,0032| 40,8827 ok
cas 5 26,02 kE 28,78 kE 17,44 kE 9,50 ok
rostlina*lokalita 2 0,3037 0,74 0,18 0,83 0,05 0,96 2,63 0,08
rostlina*cas 10 1,62 0,11 1,93 0,0452 3,35 kE 3,75 f
lokalita*¢as 5 8,36 ok 7,04 ok 7,96 ok 10,18 i

Tab. 17: Faktoridlni ANOVA pro glukuroniddzu, kyselou fosfatazu, arylsulfatdzu, a-
glukosidazu a faktorl rostliny, Casu a lokality. Zavisld proménnd byla logaritmicky

transformovana.
Glukuronidaza Kysela fosfataza Arylsulfataza a-glukosidaza

Efekt St. volnosti F p F p F p F p
Abs.¢len 1 3,4E+04 **k 1,9E+05 *** 1,6E+04 *** 6,3E+04 ok
rostlina 2 225,42 ok 76,7 ok 28,12 ok 56,51 ik
lokalita 1 21,73 ok 40,8 ok 10,31 ok 7,68 0,006
cas 5 25,81 ok 23,8 ok 6,92 ok 48,57 ok
rostlina*lokalita 2 0,54 0,59 35 0,034 0,26 0,77 2,86 0,060
rostlina*cas 10 6,43 ok 3,8 ok 3,87 ok 4,20 ik
lokalita*cas 5 7,50 ok 9,1 ok 2,16 0,061 7,81 i

Mezi exoenzymy, jejichz aktivita byla mérend, patti B- glukosidaza, celobiohydrolaza,
B—xylosidaza, chitindza, glukuroniddza, kyseld fosfatdza, arylsulfatdza a a-glukosidaza. U
arylsulfatdzy, jako u jediného enzymu, neni signifiantné prikazna zdavislost na interakci ¢asu
a lokality. U ostatnich je tato zavislost signifikantné prlikaznd. Kromé kyselé fosfatazy,
nevysla ani u jednoho z endoceluldzovych enzym( prikazna zdavislost na interakci rostliny a
lokality, produkce enzymu se tedy u rostlin mezi lokalitami, az na vyjimku (kysela fosfataza),
neliSila. U B-glukosidazy nevysla prikazné interakce rostliny a ¢asu, coZ naznacuje, Ze se
produkce enzymu u jednotlivych druh( rostlinného opadu v ¢ase nelisila. Ostatni faktory

vysly pro vSechny aktivity enzymu signifikantné priakazné.

Vyssi aktivity téchto enzymu byly naméreny celkové ve Vidni nez na Obliku. Nejvyssi
aktivity byly zaznamenany pravé ve Vidni u kyselé fosfatazy, B-glukosiddzy a

celobiohydroldzy a to pokaidé u Astragalus exscapus. Naopak minimalni aktivita byla
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zaznamendna u glukuronidazy a a-glukosidazy, kde se aktivita na Fagus sylvatica blizila
nulové hodnoté. Na Obliku hodnoty jednotlivych enzym( vice fluktuuji mezi jednotlivymi
mésici a to spiSe pro Carex humilis a Astragalus exscapus v porovnani s Vidni, kde aktivity od

prvniho mésice klesaji.

Nejvyssi aktivita v prvnim mésici lednu 2011 byla naméfrena u Astragalus exscapus a
to u vSech enzymU na obou lokalitach ovsem s vyjimkou arylsulfatazy ve Vidni. Na Obliku se
aktivita vSech enzym( ve tretim mésici pokazdé zvvysila a ndasledné poklesla, s vyjimkou
arylsulfatazy, kde se od zacatku sniZovala. Ve Vidni aktivita vSiech enzym( na Astragalus
exscapus byla namérend nejvyssi na zacatku v prvnim mésici a nasledné klesala. U Carex
humilis je patrny pik vidy v devatém meésici na Obliku u vSech enzymd kromé arylsulfatazy,
kde bylo pro tento druh rostlinného opadu naméreno maximum v listopadu. Ve Vidni se zda
byt ve vSech pripadech (enzymy, rostliny) klesajici trend, u kyselé fosfatazy béhem
posledniho mésice méreni mirné aktivita narlista. Fagus sylvatica ma béhem rozkladu na
nékterych enzym( (B- glukosidaza, kysela fosfataza) v porovnani s Carex humilis zvySuje, ale
nikdy neprevysi aktivitu Astragalus exscapus v daném meésici. Pro kazdy enzym je jiné

méritko na ose y na Obliku a ve Vidni.
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Obr. 8: Aktivita endoglukanazy a endoxylanazy na dvou lokalitach (Oblik/Viden) a trech

druzich rostlinného opadu béhem jednotlivych meésicl. Jsou uvedeny primeéry z péti
opakovani a smérodatné odchylky.

Tab. 18: Faktoridlni ANOVA pro endoceluldzu a endoxylandzu a faktord rostliny, ¢asu a
lokality. Zavisla proménna byla logaritmicky transformovana.

Endocelulaza Endoxylanaza

Efekt St. volnosti F p F p

Abs.¢len 1 74,22 ok E 13,86 Hkk
rostlina 2 24,37 *kk 13,37 *xx
lokalita 1 27,51 *kE 13,13 Hkk
cas 5 5,99 Ak 2,10 0,07
rostlina*lokalita 2 25,97 Hokk 13,42 HkE
rostlina*c¢as 10 2,04 0,033 2,11 0,026
lokalita*cas 5 3,88 0,002 2,13 0,07
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Mezi endoceluldzové enzymy, které byly méfeny, patfi endoglukanaza a
endoxylandza. Pro endoceluldzovou aktivitu vysla signifikantné zavislost na vSech
studovanych faktorech. U interakce rostliny a ¢asu byla p hodnota nejvyssi. Naopak u
endoxylandzy nevysla signifikantné jeji aktivita zavisla na ¢ase, coz prokazuje, Zze jednotlivé
mésice vnami studovaném obdobi nemély zadny vliv na mnoiZstvi vyprodukované

endoxylandzy. Na aktivitu endoxylanazy neméla vliv ani interakce lokality a ¢asu.

Vyssi aktivity byly pro oba enzymy naméfeny na Obliku nez ve Vidni. Na Obliku
dominovala produkce endoglukandzy i endoxylandzy na rostlinném opadu Fagus sylvatica,
na ostatnich dvou druzich opadu byla aktivita obou enzym( blizkd nule ve vSech mésicich
v prlibéhu rozkladu. U endoglukanazy byla nejvyssi hodnota na Fagus sylvatica namérena
pravé v prvnim mésici a v ostatnich mésicich vétSinou klesala. Endoxylandza na tomto druhu
opadu nejvice vzrostla ve tretim mésici, kdy jeji aktivita dosahovala nejvétsich hodnot ze
vSech méreni pro oba dva enzymy, obé dvé lokality i vSechny tfi rostlinné druhy opadu. Ve
Vidni byla aktivita obou enzym nizka, bliZici se nule, pro vSechny druhy rostlinného opadu,
pficemZz endoglukanaza od zacatku méreni klesala a endoxylandza vykazovala mensi
fluktuace predevsim u Astragalus exscapus. Oba dva enzymy se od ostatnich enzymu velmi
liSily, jak ukazuje CA neparametricka unimodalni analyza (Obr. 11). Podle obr. Ize vidét, jak se
aktivita jednotlivych druhG enzym( lisSi (osa y), nejnizsi aktivitu maji oxidativni a
endocelulazové enzymy a nejvyssi exocelulazové enzymy (Obr. 9). Pro kazdy enzym je jiné

méritko na ose y na Obliku a ve Vidni.
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Obr. 9: Dvourozmérny bodovy graf enzymové aktivity vSech mérenych enzym( (osa y) vUdi
hmotnosti (osa x). Enzymy jsou logaritmicky transformovany. Zkratky: logBgluk: B-glukosidaza,
logCelobio: Celobiohydroldza, logBxylo: B-xylosidaza, logChitin: Chitindza, logGlukur:
Glukuronidaza, logKysFosf: Kysela fosfataza, logArylsulf: Arylsulfataza, logAlfaGluk: a-Glukosidaza,
loglakaza: Lakaza, logMnPero: Manganova peroxidaza, logEndocel: Endocelulaza, logEndoxyl:
Endoxylandza, LogPerox: Peroxidaza, LogOx: Oxidaza
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Obr. 10: Aktivita lakdzy, manganové peroxidazy, peroxidazy a oxidazy na dvou lokalitach
(Oblik/Viden) a tfech druzich rostlinného opadu béhem jednotlivych mésicli v letech 2011-
2012. Jsou uvedeny primeéry z péti opakovani a smérodatné odchylky.
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Tab. 19: Faktoridlni ANOVA pro lakdzu, manganovou peroxiddzu, peroxidazu a oxidazu a
faktor( rostliny, ¢asu a lokality a jejich interakce. Zavisla proménnd byla logaritmicky

transformovana.
Lakaza Mn peroxiddaza Peroxidaza Oxidaza

Efekt St. volnosti F p F p F p F p
Abs.¢len 1 9712,6 rE 185,0 rrE 368,5 rxE 154,1 rHE
rostlina 2 9,53 ok 0,87 0,42 0,74 0,48 1,86 0,16
lokalita 1 1,81 0,18 3,46 0,06 0,13 0,71 1,62 0,20
as 5 37,41 *rE 3,84 0,003 2,41 0,039 2,35 0,043
rostlina*lokalitq 2 0,037 0,96 0,36 0,70 2,33 0,10 354 0,031
rostlina*cas 10 1,77 rrx 221 0,020 1,03 0,42 141 0,18
lokalita*¢as 5 8,72 Rk 1,39 0,23 0,94 0,46 2,10 0,07

Mezi oxidativni enzymy, jejichz aktivity byly na rostlinném opadu meéreny, patii
lakdza, manganova peroxidaza, peroxidaza a oxidaza. U vsech enzym( nevysla signifikantné
zavislost jejich aktivity na lokalité (Tab.19), coz znadi, Ze aktivita vSech zkoumanych
oxidativnich enzymu neni lokalné specifickd. Pro kazdy z téchto enzymd, s vyjimkou lakazy,
nevysel signifikantné vliv rostliny, coZz znamena, Ze produkce téchto oxidativnich enzymu se
mezi jednotlivymi druhy rostlinného opadu nelisi. Stejné tak bylo zaznamenano u vsech
enzymU opét s vyjimkou lakazy nesignifikantni interakce lokality a ¢asu. U lakazy vysly oba
tyto efekty silné signifikantni. Jen u oxidazy vysla signifikantné jeji zavislost na interakci
rostliny a lokality, s vys$si p-hodnotou (0,03). U lakdzy a manganové peroxiddzy vysla
signifikantni zavislost na interakci rostliny a ¢asu. Jediny faktor, ktery mél prikazny vliv na
vSechny druhy oxidativnich enzymu, byl faktor ¢asu. Jeho p-hodnota pro peroxiddzu a
oxidazu byla podstatné vyssi neZ u ostatnich dvou enzym(l. CA unimoddlni analyza ukazuje,
Ze nejvzdalengjsi vici ostatnim enzym(m jsou endoglukandza, endoxylanaza, peroxidaza a

oxidaza.

Vyssi aktivity enzym ve Vidni nez na Obliku byly naméreny u lakazy a peroxidazy. U
manganové peroxiddzy byly hodnoty podobné na obou lokalitdch a u oxidazy byly hodnoty
naméreny vyssi na Obliku. Nejvice aktivni ze vSech enzym( byla lakdza a nejméné oxidaza. U
lakdzy byly na Obliku i ve Vidni naméreny v prvnim mésici nejvyssi hodnoty na Carex humilis.
Ve Vidni byla tato aktivita vyssi nez na Obliku v nasledujicich mésicich hodnota na obou
lokalitach klesala az k nulové hodnoté, ve Vidni pak od sedmého mésice mirné narustala. Na

ostatnich dvou rostlinnych opadech neptesahla aktivita v prvnim mésici 500pM.min".g™
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suché hmotnosti a nasledné klesala s vyjimkou sedmého mésice na Obliku, kdy doslo
k prudkému narastu aktivity na rostlinném opadu Fagus sylvatica. U manganové peroxidazy
byla na Obliku naméfenda maximalni aktivita v sedmém mésici u Astragalus exscapus a ve
Vidni u Fagus sylvatica, v obou pfipadech se aktivita pohybovala kolem 100puM.min*.g*
suché hmotnosti. BEhem ostatnich mésict aktivita nepresahla poloviéni maximalni hodnotu
ani u jednoho rostlinného opadu na obou lokalitdch. U peroxidazy byla na zacatku i
v pribéhu celého rozkladu na Obliku nejvyssi aktivita namérena na Carex humilis. U
peroxidazy na rostlinném opadu Fagus sylvatica je zjevny podobny trend jako u manganové
peroxidazy, kdy se v ¢ervenci objevil pik indikujici vyssi aktivitu tohoto enzymu. U Astragalus
exscapus byla od zacatku do sedmého mésice zaznamenana klesajici a od sedmého mésice
dale mirné stoupajici tendence aktivity tohoto enzymu. Ve Vidni je u oxidazy zjevna klesajici
tendence od zacatku méreni na vSech rostlinnych opadech s nejvyssi pocatecni hodnotou u
Astragalus exscapus. U oxidazy byly nejvyssi hodnoty naméfeny u Carex humilis na obou
lokalitach s tim, Ze maximalni aktivita tohoto enzymu byla namérena na Obliku, kde byla tato
maximalni aktivita zaznamendna v bfeznu a ve Vidni v poslednim mésici lednu 2012. Na
dalsich dvou rostlinnych opadech byla na obou dvou lokalitach aktivita tohoto enzymu po

celou dobu méreni nizsi. Pro kazdy enzym je jiné méfitko na ose y na Obliku a ve Vidni.
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Obr. 11: Nepfima unimodalni analyza (CA) jednotlivych druhG enzym(. Hodnoty enzym
jsou logaritmicky transformovany. Zkratky enzym(: B-gluk:B-glukosidaza,Celob:
Celobiohydrolaza, B-xylo: B-xylosidaza,Fosf: Kyseld fosfataza, Chitin: Chitinaza, Aryls:
Arylsulfataza, aGluk: glukosidaza, Endocel: Endoceluldza, Endoxyl: Endoxylanaza, Perox:
Peroxidaza, Ox: Oxidaza
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5.4 SloZeni spolecenstva hub a aktinobakterii v pudé a
na opadu
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Obr. 12: Pocet kopii genu 165/18S rRNA pro aktinobakterie a houby v plidé a na opadu u
tfech rostlinnych opadd na dvou lokalitdch (Oblik/Videri)) béhemjednotlivych mésicl
rozkladu v roce 2011-2012. Jsou uvedeny priiméry z péti opakovani a smérodatné odchylky.



Tab. 20 Faktoridlni ANOVA pro aktinobakterie, houby a faktord rostliny, ¢asu a lokality a
jejich dvojné interakce. Zavislé proménné byly logaritmicky transformovany.

Aktinobakterie Houby

Efekt St. volnosti F p F p

Abs.Clen 1 90707,7 *¥**1 57239,3 A
rostlina 2 1,25 0,29 14,14 Hokok
lokalita 1 12,10 ok 2,04 0,16
cas 5 43,84 A 13,70 A
rostlina*lokalita 2 554 0,0048 449 0,013
rostlina*cas 10 1,86 0,05 6,25 *okx
lokalita*cas 5 291 0,015 3,52 0,0048

Pro zjisténi poméru aktinobakterii a hub na rostlinném opadu ndm slouZilo mozstvi
kopii gend 16S rRNA pro aktinobakterie a 185 rRNA pro houby. Pocet téchto genl pro
aktinobakterie i houby je silné signifikantné ovlivnény ¢asem. O néco vyssi p-hodnota, ale
presto prUkazna, byla zaznamenana také u interakci rostliny a lokality a lokality a ¢asu u
obou sledovanych veli¢in. U aktinobakterii nebyla priikazna zavislost na druhu rostliny, ktera
byla naopak u hub silné signifikantni. A u aktinobakterii byla prokazana silna zavislost na
lokalité, ktera naopak u hub nebyla prokazana. Nesignifikantné vysla zavislost na interakci
rostliny a ¢asu. U hub méla tato interakce prokazatelné silny vliv. Nejvétsi rozdil mezi
lokalitami byl zaznamendn u aktinobakteridlnich genl na Fagus sylvatica (Obr.13.)
Houbovych genu bylo u Astragalus exscapus i Carex humilis vice ve Vidni a u Fagus sylvatica
jich bylo naopak vice na Obliku (Obr.14). Podle téchto obrazk( je patrné, Ze v ramci
aktinobakterii, byla vétsi abundance jejich gen(i na Obliku neZ ve Vidni a v ramci hub tak bylo

pfesné naopak.

Pro srovnani probéhla obdobnd analyza aktinobakteridlnich a houbovych gen(i rRNA
v okolni pudé. Hodnota zacina druhym odbérem, tedy v mésici bfeznu. Dvojice grafl pro
jednotlivé rostlinné opady a pldy na obou lokalitach maji stejné jednotky na ose y, proto

byla tato osa u grafu ve Vidni odstranéna.

Na obou lokalitdch na kazdém rostlinném opadu bylo zaznamenano vétsi mnozstvi

aktinobakteridlnich genl nez houbovych, s vyjimkou vysSich hodnot ve Vidni na Carex
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humilis v kvétnu a listopadu a v prvnim mésici na Obliku a ve Vidni u Astragalus exscapus.
Pidda méla na obou lokalitdch stoupajici tendenci aktinobakterii az do cervence a od
cervence do konce méreni klesala. Tento narust byl vyssi na Videnské lokalité nez na Obliku.
MnozZstvi houbovych genl bylo na obou lokalitadch pfriblizné o dva rady nizsi nez nejvyssi
hodnoty u aktinobakterii, pficemz v pidé ve Vidni bylo houbovych gen( v jednotlivych
Casovych bodech vice nez na Obliku. Na obou lokalitdch bylo mnoZstvi houbovych gent

maximalni v mésici zari a od tohoto mésice tato hodnota klesala.

Na opadu bylo nejvétsi mnozstvi aktinobakterii ze vSech rostlin na obou lokalitach
naméreno na Obliku na rostlinném opadu Carex humilis béhem mésice ¢ervence (Obr. 12). U
Fagus sylvatica bylo mnoZstvi aktinobakteridlnich gen( vyssi na lokalité Oblik v porovnani
s Vidni. Na obou lokalitach se mnozZstvi téchto genu zvysSovalo od brezna do cervence a od
zari opét klesalo. MnoiZstvi houbovych genl bylo podstatné nizsi na obou lokalitach na
rostlinném opadu Fagus sylvatica s tim, Ze jejich nejvyssi mnozstvi bylo na Obliku naméreno
v mésici kvétnu a ve Vidni zase v mésici zafi. MnoiZstvi aktinobakterialnich genl na
Astragalus exscapus bylo na konci méreni vyssi nez na zac¢atku s mirnymi fluktuacemi béhem
méreni. U hub naopak byla na zacatku hodnota vyssi nez na konci a pocatecni hodnoty
dokonce prevySovaly hodnoty aktinobakterii. V ostatnich mésicich byly hodnoty pro houby
nizké s vyjimkou mirného nartstu v kvétnu na obou lokalitach. U Carex humilis 1ze pozorovat
narlst aktinobakterialnich genl od ledna do ¢ervence, nasledovany poklesem v nasledujicim
mésici na obou lokalitach. Tento pokles byl vyraznéjsi na Obliku v porovnani s Vidni. Na obou
lokalitach mnoiZstvi aktinobakteridlnich gend od listopadu opét vzrlstalo. Na tomto
rostlinném opadu bylo vétsi mnozstvi houbovych genli naméreno od bfezna do cervence a
v ostatnich mésicich byla hodnota nizsi. Naopak ve Vidni bylo toto mnoZstvi mnohem vyssi
v porovndni s Oblikem, které mélo dva piky v kvétnu a v listopadu, kdy oba dva tyto piky

v daném mésici prevySovaly mnozstvi aktinobakteridlnich gend.
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Obr. 13: Graf analyzy rozptylu (ANOVA) aktinobakteridlnich kopii genl 16S rRNA/g OM
(osa y) a interakce faktor( lokality (osa x; V: Viden, O: Oblik) a druhu rostlinného opadu

(Fagus sylvatica ®, Astragalus exscapus ®, Carex humilis ®). Rozmezi sloupct oznacuje
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Obr. 14: Graf analyzy rozptylu (ANOVA) houbovych kopii gent 18S rRNA/g OM (osa y) a
interakce faktor( lokality (osa x; V: Viden, O: Oblik) a druhu rostlinného opadu (Fagus

sylvatica ®, Astragalus exscapus ®, Carex humilis ®). Rozmezi sloupcli oznacuje 95%
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Obr. 15: Analyza hlavnich komponent (PCA), zahrnuty jsou vSechny zavisle proménné
(Aktino: Aktinobakterie, Houby: Houby, Endoxyl: Endoxylanaza, Ebdocel: Endocelulaza,
Bglu: B-glukosidaza, Bxyl: B-xylosidaza, Arylsulf: Arylsulfataza, Fosf: Kysela fosfataza, Glu:
Glkukuronidaza, Celo: Celobiohydroldza, aGlu: o-glukosidaza, Perox: Peroxidaza, Ox:
Oxidaz, hmotn: Hmotnost).

U analyzy hlavnich komponent osa y vysvétluje 35,33% a osa y 14,42% variability. Ose
X se blizi predevSim exoceluldzové a nékteré oxidativni enzymy, nejvice B-xylosidaza,
celobiohydrolaza, kyseld fosfatdaza a chitindza. Osa y vysvétluje vice variability u
endoceluldzovych enzym(, hmotnosti a také u hub. Z analyzy hlavnich komponent vidime, zZe
spolu pozitivné koreluji jednotlivé enzymy ze skupiny endoceluldz a také z exocelulaz.
S aktinobakteriemi negativné koreluji témér vSsechny proménné az na houby. Mezi lakdzou a
manganovou peroxiddzou byla zaznamenana nejvétsi negativni korelace. S endoxylandzou,
endocelulazou, arylsulfatazou, glukuronidazou, oxiddazou a peroxidazou mély aktinobakterie
nejslabsi interakci, nebot Uhel mezi pfimkami je blizky pravému uhlu, coZ indikuje neutraini
vztah mezi aktinobakteriemi a zminénymi enzymy. Houby naopak sviraji ostry uhel

s peroxiddzou, arylsulfatazou, glukuronidazou, chitindzou a B-xylozidazou, s ostatnimi
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enzymy korelovaly negativné. S hmotnosti korelovaly houby i aktinobakterie negativné,
pricemz houby vice. Negativné sni také korelovala vétSina enzymd, které pozitivné
korelovaly s houbami, pozitivné pak hlavné endoceluldzové enzymy, manganova peroxidaza
a lakdza. B-glukosiddza a a-glukosiddza s hmotnosti nekorelovaly ani pozitivné a ani
negativné. Presné pozitivni a negativni korelace jsou vypocitdny s pomoci Spearmanovy

neparametrické korelace v tabulce ¢. 21.
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6 Diskuze

Nase vysledky ukazuji, Ze zména hmotnosti opadu v pribéhu rozkladu se
signifikantné liSila mezi lokalitami, podobné jako napfiklad u Martinez-Yrizar et al. (2007),
kde byla studovdana rychlost rozkladu mezi jednotlivymi poustnimi habitaty. Nékteré vysledky
dalSich studii nezaznamenaly rozdily v rozkladu rostlinného opadu mezi lokalitami (Papa et
al., 2008), coz mUze byt spojeno s vétsi podobnosti téchto lokalit, nebot se v tomto pripadé
jednalo o porovndni dvou rliznych listnatych lesU, zatimco v nasem pripadé byl porovnavan
zcela odlisny lesni a luéni ekosystémy. Na druhou stranu, v této studii mély lesni lokality
odlisné pH puady, texturu a dalsi ptdni charakteristiky, a také mély rozdilné rozdéleni srazek
béhem roku podobné, jako to bylo v nasi studii. V komplexnich ekosystémech mohou ale
hrat vyznamnou roli i dalsi faktory, které nemusi byt podchyceny, jako napfiklad mira
insolace, kterd se vyrazné lisi mezi lokalitami, kde prevazuje stromovy nebo bylinny porost
nebo také rozdily v topografii (Sariyildiz et al., 2005). V nasi studii pravdépodobné zpusobily
odliSny ubytek hmotnosti rostlinného opadu kontrastni podminky obou lokalit, kterymi

mohou byt nejen odlisné pH, vihkost i teplota pldy, ale i dalSi nemérené faktory prostredi.

Teplota muaze ovlivnit rychlost rozkladu organického materialu. Nizké teploty
na obou lokalitach od ledna do brfezna mohou vysvétlit pozvolny Ubytek suché hmotnosti u
vSech rostlinnych druhi, podobné jako studii Thiessen et al. (2013). Podle Arhenniovy teorie
by hire rozlozZitelny organicky substrat, tedy napfiklad ten, ktery uz je z velké ¢asti rozlozeny,
mél byt vice zavisly na zméndch teplot. Z toho vyplyva, Ze rozklad takového organického
materidlu, se vice méni spolu se zménou teploty (Davidson and Janssens, 2006). V ptipadé
nasi studie to také znamend, Ze hlre rozloZitelny organicky substrat nachazejici se v pozdéjsi
fazi rozkladu, by se mél, zdroven se snizujici se teplotou, rozkladat pomaleji nez na zacatku
rozkladu. To by bylo patrné v pripadé, Ze by kfivka mezi mésici zafi a listopad méla nizsi sklon
nez kfivka mezi bfeznem a kvétnem u vSech rostlin, coz u vétSiny z nasSich méreni neni
zjevné. Nejvétsi narulst teploty béhem sezony se projevil nejvétsSim Ubytkem hmotnosti u
vSech sledovanych rostlin na obou lokalitdch. Podobné zaznamenal vyssi rychlost rozkladu
béhem zvyseni teplot v plidé napfiklad i Innangi et al. (2015), kdy byla rychlost rozkladu
listového opadu buku vétsi pfi zméné teploty z 15°C na 22°C. Nékdy by zvyseni teplot mohlo

mit naopak protichidny ucinek na rychlost rozkladu a to v pripadé, Ze by doslo k vysychani
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pady a rostlinného opadu (Suseela et al., 2014). V nasem ptipadé byla spolu se zvysujici se
teplotou zaznamendna i zvysujici se vlhkost pGdy na obou lokalitdch, takze nedoslo

k vysychani opadu a k limitaci mikroorganism( vodou.

Rychlost rozkladu se méni v zavislosti na rozdilném druhu organického substratu,
konkrétné na jeho chemickém sloZeni, kdy hlre rozloZitelny substrat, obsahujici velké
mnozstvi strukturnich slou¢enin a mensi mnozstvi zZivin, se rozklddd pomalu (Meier et
Bowman, 2008). Protoze listi buku nebo dubu byva hlife rozlozZitelné (Frankland, 1998),
v pletivech travin je vysoky pomeér lignin:N a dohromady je u téchto rostlin vétsi pomér C:N
v porovnani s Astragalus exscapus (Hu et al., 2015), byl pravé u téchto dvou rostlin
zaznamenan nejnizsi ubytek hmotnosti od zacatku do konce studovaného obdobi. Astragalus
exscapus obsahuje vice dusiku a fosforu v porovnani s dalSimi dvéma rostlinami, jeho vyssi
hmotnostni Ubytek by mohl byt tedy vysvétlen tim. Podobny vysledek zaznamenal ve své

studii i Yavitt & Williams (2015).

V nékterych fazich rozkladu byl zaznamenan naopak nartst hmotnosti, podobné jako
naptiklad ve studii Martinez-Yrizar et al. (2007) nebo Duboc et al. (2012), kde byl
zaznamenan konkrétné narlst hmotnosti na opadu Fagus sylvatica. Divodem muzZe byt
naptiklad kolonizace opadu velkym mnoZstvim hub, jejichz biomasa zvysi hmotnost
litterbagu. Na rozdil od ostatnich rostlinnych opadl, byla v posledni fazi rozkladu u
Astragalus exscapus zaznamendna stagnace ubytku hmotnosti, kdy ve Vidni posledni dva
mésice nedochazelo témér k Zddnému dbytku hmotnosti a na Obliku dokonce doslo k jeho
mirnému narlstu. Tato rostlina, patfici do eledi fabaceae, obsahuje ve svych pletivech velké
mnozstvi dusiku (Ball et al., 2014), o némZ je znamo, Ze mlzZe v pozdéjSich fazich rozklad
zpomalovat tvorbou Spatné rozlozZitelnych komplexud s ligninem, coz mohlo zplsobit horsi
rozloZitelnost této rostliny v pozdéjsich fazich v porovnani s prvnimi mésici rozkladu (Ge et
al., 2013). Na zacatku by se mél tento rostlinny opad rozkladat rychleji, coZ by se projevilo
vyraznym poklesem hmotnosti v prvnich mésicich rozkladu, to ale nase vysledky neprokazuiji.
Ve druhém meésici rozkladu byl vSak na této rostliné znatelny také nartst hmotnosti, coz
mlze byt zpUsobeno pravé narlstem houbové biomasy, kterd zde byla zaroven

zaznamenana a ktera tak mohla pripadny Ubytek hmotnosti rostlinného opadu zastinit.
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Enzymova aktivita byla v porovnani s Oblikem vyrazné vyssi na videriské lokalité
v ramci hydrolytickych exoceluldz pfedevsim na zacatku rozkladu. JelikozZ je na lokalité Oblik
vétsi diverzita rostlin nez ve Vidni, je tento zavér v rozporu s McDaniel et al. (2014), ktery
zjistil vétsi enzymovou aktivitu na Uzemi, které je na rostliny druhové bohatsi. Ale jelikoz
jsou pldni enzymy prevazné ovlivnény pldnim pH a klimatickymi faktory (Kang et Freeman
1999), muZe byt vyssi aktivita téchto enzymi ve Vidni vysvétlena pravé odliSnymi
podminkami na nami studovanych lokalitdch. Padni pH ve Vidni je nizsi nez na Obliku, vyssi
aktivita enzymU muUZe byt zplsobena tim, Ze do jeho mnozstvi prispivaji s vétsSim podilem
houby neZ aktinobakterie, nebot houby produkuji enzymy idedlné v kyselém pH a bakterie
naopak v neutrdlnim az alkalickém (Caldwell 2005; De Boer et al. 2005). Nicméné bylo
zjisténo, Ze do produkce extracelularnich enzyma v kyselém prostredi mohou zasahovat také

aktinobakterie (Abdulla et El-Shatoury, 2007).

Bylo prokazano, Ze aktivita vétsiny enzymu se lisi mezi jednotlivymi rostlinami v rdmci
jedné lokality, ale ne mezi lokalitami. To znamend, Ze jsou tyto enzymy substratové, ale
nikoliv lokalné, specifické. Tyto enzymy maiji stejnou aktivitu na daném rostlinném substratu
na obou dvou lokalitach. Exocelulolytické enzymy jsou nejaktivnéjsi na Astragalus exscapus,
endocelulolytické na Fagus sylvatica a oxidativni lakaza na Carex humilis. Je tedy zjevné, Ze
jednotlivé skupiny enzym( rozkladaji preferencné jiny rostlinny druh opadu podobné jako ve
studii Tian and Shi (2014). PrestoZe nebyla aktivita enzym0 zavisla na interakci rostliny a
lokality, u Astragalus exscapus a Carex humilis jsou patrné zajimavé rozdily v aktivité enzyma
v Case. Na Obliku byla maxima enzymové aktivity zaznamendna v jiném mésici nez ve Vidni.
U Carex humilis byla na Obliku nejvyssi aktivita u vSech enzym(l zaznamenana aZ v zafi a u
Astragalus exscapus, svyjimkou arylsulfatdzy, zase v bfeznu. Na Obliku je vlednu
zaznamendna nejmensi vihkost pldy, ktera mohla zpUsobit inhibici aktivity enzymu v prvnich
mésicich rozkladu a v pozdéjSich mésicich se spolu s narlstajici vihkosti plidy mohla zvysit i
aktivita hydrolytickych enzym( na téchto rostlinnych opadech (De Boer et al., 2005). Pozdéjsi
maximum aktivity enzym0 u Carex humilis mUZe byt spojeno s horsi rozlozZitelnosti této
rostliny oproti Astragalus exscapus. HUre rozlozitelné sloZzeni Carex humilis by potvrzovala i
vysoka aktivita lakazy, predevsim na zacatku rozkladu (Bugg et al., 2011). Odlisny pribéh
aktivity jednotlivych enzym( mlze poukazovat na jiné sloZeni pletiv rostlinného opadu, kdy

Astragalus exscapus muze obsahovat amorfni celulosu, ktera se rozklada kratsi dobu nez
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krystalickd celulosa, kterd mohla byt zase obsazena v pletivech Carex humilis (Knill et
Kennedy 2003). Aktivita kyselé fosfatdzy byla, na rozdil od ostatnich hydrolytickych
exoenzymd, lokalné specifickd pro jednotlivé rostlinné druhy opadu. Pravdépodobné tedy
neni tento enzym ovlivnén pouze chemickym sloZzenim substratu, ale i odliSnymi
podminkami prostfedi panujicimi na obou lokalitach. Je mozné, ze byl ovlivnén vice pldnim
pH, nez jinymi faktory prostredi, jak jiz bylo dfive zjisténo v jinych studiich (Kang and

Freeman, 1999).

Aktivity enzym0 byly béhem rozkladu typické tim, Ze ve Vidni byla zfejma nejvyssi
aktivita exocelulazovych enzym( na zacatku rozkladu, a pak postupem casu klesala. Nejvyssi
aktivity byly zaznamendny predevsim u B-glukosidazy, celobiohydrolazy a kyselé fosfatazy.
Ztoho vyplyva, Ze diky vyssi aktivité téchto enzymd v prvnim meésici rozkladu, doslo
k nejvétSimu rozkladu celulozy a hemicelulozy z rostlinnych opad( (Berg, 2000). Podobné i
Snajdr et al. (2011) oznacili inicialni rozkladnou fazi typickou vysokou aktivitou B-glukosidazy
a dalsich celulolytickych enzym(. Spolecnda produkce nékterych enzymi zpUsobuje
synergicky ucinek téchto enzym( pfi rozkladu. Stejny casovy trend v aktivité
celobiohydrolazy a B-glukosidazy by mohl indikovat synergické plsobeni téchto dvou
enzymdU, které bylo jiz dfive zaznamenano (Coughlan 1985; Van Dyk et Pletschke 2012).
Nejvyssi aktivita chitinazy byla zaznamenana ve Vidni na rostlinném opadu Astragalus
exscapus v prvnich mésicich rozkladu, kde je zaroven vysoky pomér hub a aktinobakterii.
Tento enzym je schopny rozkladat chitin z bunécnych stén hub a jeho aktivita se zvysuje po
té, co houby zacinaji odumirat (Suseela et al., 2014). MuZe byt také produkovan
aktinobakteriemi k lyzi houbovych bunék nebo k potlaceni jejich rlstu (Suseela et al., 2014).
To by vtom pfipadé znamenalo, Ze houbova biomasa na Astragalus exscapus byla v lednu
z vétsi ¢asti odumfreld nebo doslo k jeji inhibici poté, co se zvysila aktinobakteridlni aktivita

chitinazy.

Aktivita lignolytickych oxidazovych enzym( byla u manganové peroxiddzy a oxidazy
velmi nizka, coZ neni neobvyklé, protoZe napfiklad u manganové peroxidazy se predpoklada,
Zze je produkovana predevsim houbami kolonizujicimi dfevo (Hofrichter, 2002). Spolu
s peroxiddzou byly tyto enzymy produkovany na vsech rostlindch a na obou lokalitach bez
signifikantniho rozdilu, coz znaci, ze jejich produkce neni ani substratové a ani lokalné

specificka. Nejvyssi aktivity a zdroven statistickd vyznamnost vici vétSiné faktor(, oproti
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ostatnim oxidativnim enzymUm, byly zaznamenany u lakdzy na zacatku rozkladu na obou
lokalitdch u Carex humilis. Tento enzym ma vétsi aktivitu na této rostliné pravdépodobné
z dlivodu jeji horsi rozlozitelnosti. Aktivitou lakdzy se zvysi rozklad ligninu, ¢imz se zpfistupni
cesta k lépe rozlozitelnym slouceninam. Jeji produkce na zacdtku rozkladu je v rozporu se
studii Snajdr et al. (2011), kde se aktivita tohoto enzymu na dubovém listi zvy3uje aZ po dvou
letech rozkladu. Naopak podobny casovy trend byl v aktivité lakazy zaznamenan béhem

rozkladu travinného i stromového rostlinného opadu Urbanovou et al. (2014).

Analyza spolecenstva mikroorganisml ukazala celkové vyssi pomér aktinobakterii
(kopii geni 16S rRNA) vici houbam (kopii gent 18S rRNA) na obou lokalitdch a u vSech
rostlinnych opadll. U aktinobakterii nebyl prikazny vztah jejich pocetnosti k rlznym
rostlinam, coz mUZe znamenat, Ze jsou generalisté a jsou schopné kolonizovat organicky
substrat nehledé na jeho chemické slozeni. Naproti tomu u hub byla statisticky vyznamna
zavislost jejich mnoistvi na rGznych rostlinnych druzich, coz poukazuje na to, Ze jsou
specialisté a kolonizuji jen urcity druh rostlinného opadu. Podobné vysledky zaznamenala
studie Urbanové et al. (2015), kdy byla studovéna diverzita hub a bakterii na opadu

smiseného lesa.

Béhem rozkladu je patrna vétsi variabilita v abundanci aktinobakterii oproti houbam
na jednotlivych lokalitach. K opacnému zavéru naopak dospéli Kaisermann et al. (2015), kdy
byly padni bakterie pravdépodobné lépe adaptované na zmény vihkosti a nevykazovaly tedy
tak velké fluktuace v abundanci jako houby. To muZe potvrdit hypotézu, Ze se na opadu
nachazi jiné spolecenstvo mikroorganisml nez v puidé, podobné jak bylo zaznamenano
dalsimi autory (Prescott and Grayston, 2013; Smyth et al., 2015). V naSich vysledcich bylo
potvrzeno nizsi mnozstvi mikroorganism( v pldé neZ na opadu, coZ muizZe byt vysvétleno
nizs§im mnozstvim Zivin v humusovém horizontu v porovnani s opadovou vrstvou, protoze
vétSinu snadno rozloZitelnych latek a Zivin vyuziji mikroorganismy dfive, neZz se rostlinny

substrat dostane z opadové vrstvy do pudy (Feng et al., 2009).

MnoiZstvi hub nebylo statisticky vyznamné odliSné mezi lokalitami. To znamen3, Ze
ani rozdily vpH pGdy mezi lokalitami nemély vyznamny vliv na abundanci hub, coZ je
v rozporu s nékterymi autory, podle kterych je kyselé pH pldy spojené s narlstajicim

pomérem hub v mikrobidlnim spolecenstvu (Kamble et al., 2014). Naopak podobné vysledky
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zaznamenali Smyth et al. (2015), podle kterych neni abundance hub odlisSna mezi pddami s
odliSnymi hodnotami pH. Houby slabé korelovaly pouze s nékterymi rozkladnymi enzymy
jako je napriklad B-xylozidaza, chitinaza a arylsulfatdza, se kterymi aktinobakterie korelovaly
naopak negativné. To mlzZe potvrzovat a zdroven vyvracet teorii, Ze arylsulfataza je
produkovdna predevsim bakteriemi a aktivita B-glukosidazy a B-xylosidazy spise houbami, jak
piSe ve své praci Maly et al. (2014). Produkce extracelularnich enzym( houbami by se mohla
zvysit ve vhodnych podminkach prostredi, nehledé na to, Ze jejich biomasa zlstava stejna,
jak bylo potvrzeno studii A’Bear et al. (2014). To by vysvétlovalo nizkou anebo nulovou

korelaci mezi houbami a nékterymi enzymy.

Na Obliku byla stanovena statisticky vyssi abundance aktinobakterii nez ve Vidni, coz
je v souladu se studii Sagova-Mareckova et al. (2011), kdy byly aktinobakterie pocetnéjsi na
Uzemi s diverznéjsim a lépe rozloZitelnym porostem. Narast aktinobakterii mize byt na
Obliku i ve Vidni zplUsoben klimatickymi podminkami. U Fagus sylvatica se zda, Zze narust
aktinobakterii sleduje krivku nardstu teploty, kdy ve Vidni dosahuje teplota nizsich a na
Obliku vyssich hodnot. JelikozZ je patrné nizsi mnoZstvi aktinobakterii ve Vidni pouze na Fagus
sylvatica, neni pravdépodobné jejich abundance negativné ovlivnéna pH pudy, jak bylo
naopak zjiSténo Urbanova et al. (2011). Na ostatnich rostlinach se zda, Ze abundance
aktinobakterii na Obliku i ve Vidni sleduje kfivku vlhkosti. Ve Vidni mohou hrat roli i jiné
faktory, které pocetnost aktinobakterii v podzimnich mésicich snizuji. Aktinobakterie tedy na
rozdil od hub sleduji sezonni zmény prostredi, jak potvrdili i Kopecky et al. (2011). S pomoci
ANOVA bylo prokazano, Ze nejvétsi rozdil v abundanci aktinobakterii mezi Oblikem a Vidni se
nachazi u rostlinného opadu Fagus sylvatica. Jeho opad je na Obliku alochtonni a presto se
na ném nachazi vice aktinobakterii i hub, nez ve Vidni. Na dalSich dvou rostlinnych druzich je
vice aktinobakterii na Obliku nez ve Vidni a u hub je to naopak. To znamend, Ze ve
spolecenstvu houby |épe kolonizuji alochtonni substrat nehledé na odliSné podminky

prostiedi a aktinobakterie alochtonni i autochtonni substrat radéji kolonizuji na Obliku.

Korelacni analyza potvrdila negativni korelaci aktinobakterii témér se vSemi
extracelularnimi enzymy. Tato negativni korelace byla u bakterii s nékterymi hydrolytickymi
enzymy zjisténa jiz drive (Criquet et al., 2002). Tento zdvér muUzZe byt zplUsoben prodlevou
mezi aktivitou enzymU a nardstem biomasy, kdy zvySena aktivita enzymu je pozdéji

doprovdzena narlistem aktinobakterialni biomasy, jak bylo podobné zaznamenano i ve studii
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Andersson et al. (2004). Presto byla zaznamendna silnéjsi korelace hmotnosti rostlinného
opadu a aktinobakteridlni biomasy nez korelace hmotnosti a biomasy houbové. Korelace
aktivity enzym( a ubytku hmotnosti nebyla u Zadného enzymu vyrazné odliSna v porovnani s
korelaci mezi obéma skupinami mikroorganismi a hmotnosti. To znamend, Ze jsme
nepotvrdily vyznamnéjsi vztah dbytku hmotnosti s aktivitou mikrobidlniho spolecenstva pred
vztahem Ubytku hmotnosti s mikrobidlni biomasou, jak je zaznamenano ve studii McGuire &

Treseder (2010).

Analyza spolecenstva mikroorganism( s pomoci méreni poctl genl 16S nebo 18S
rRNA neposkytuje informaci o celkové biomase hub a aktinobakterii v pidé. Lze z ni spiSe
usoudit, jaky bude pomér mezi aktinobakteriemi a houbami v mikrobidlnim spolecenstvu,
pokud je brano na védomi, Ze v aktinobakterialnim genomu se nachazi asi 2-6 gen(l pro 16S
rRNA, zatimco u hub je pocet 18S rRNA o rad vyssi (Hirsch et al., 2010). Z toho vyplyva, Ze se
nachazi desetkrat vice aktinobakterii ve spolecenstvu nez hub, nicméné bunécna velikost
aktinobakterii je minimdalné o fad mensi (Lavelle et Spain, 2005). Bylo by mozné stanovit
biomasu hub a aktinobakterii dalSimi metodami, napftiklad analyzou mastnych kyselin (PLFA).
Tato metoda je zaloZzena na ¢astecné identifikaci markerovych mastnych kyselin, specifickych
pro jednotlivé taxony, u nichz neni zndmda presnd koncentrace v jednotlivych
mikroorganismech. Také samotna kvantifikace mastnych kyselin je problematickd a
neposkytuje presné kvantitativni vysledky o mikroorganismech (Zelles, 1999; Welc et al.

2012).

Vysledky této prace poukazuji na vyznam rlznych abiotickych faktor(i na abundanci a
aktivitu padnich mikrobidlnich rozkladacl aktinobakterii a hub, které se pak promitnou
Ubytkem hmotnosti organického substratu v opadové vrstvé. Biomasa aktinobakterii mlze
béhem rozkladu hrat vyznamnéjsi roli, nez ji dosud byla pfisuzovana, je vSak treba blizsi
vyzkum rozkladné aktivity této skupiny mikroorganism(. Tato prdce mize slouZit jako
podklad pro dalsi vyzkum rozkladu organické hmoty, napfiklad podrobnéjsiho studia

vyznamu aktinobakterii a jejich interakci s houbami béhem rozkladu.
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7 Zaver

Cilem prace bylo sledovat, jaky vliv budou mit environmentdlni faktory prostfedi v kombinaci
s odliSnymi druhy rostlinného opadu na abundanci hlavnich skupin mikrobidlnich rozkladac
a jejich rozkladnou aktivitu reprezentovanou produkci specifickych enzym(. Vysledky
ukazaly, jaké mikroorganismy a jimi produkované enzymy se podileji na rozkladu vybraného
rostlinného materialu. Suchd hmotnost ubyvala specificky na obou lokalitdch a také pro

vsechny tfi druhy rostlinného opadu béhem rozkladu.

e Enzymovad aktivita byla substratové specifickd, predevsim u jednotlivych rostlinnych
druh( opadu, kdy nejvyssi aktivita u hydrolytickych exoenzym( byla zaznamenana na
Astragalus exscapus, u endoceluldz na Fagus sylvatica a u oxidativniho enzymu lakazy
na Carex humilis. U exoenzym( a vétSiny oxidaz nebyl prokazan rozdil v jejich aktivité
mezi lokalitami, s vyjimkou kyselé fosfatazy a oxidazy.

e Enzymova aktivita se ménila v Case, pricemzZ u vSech enzymU byl patrny ubytek mezi
prvnim a poslednim mésicem rozkladu, ale maxima produkce jednotlivych enzyma se
lisSily u jednotlivych rostlin mezi lokalitami. Nejvétsi aktivity byly u exoenzymd
zaznamenany na zacatku rozkladu v lednu pro vsechny rostlinné druhy opadl ve
Vidni a naopak v jinych mésicich nez v lednu zase na Obliku.

o Celkové vétsi aktivity byly zaznamendny u téchto enzym( prdvé ve Vidni neZz na
Obliku. U endocelulaz byly vétsi aktivity naméreny na Obliku neZz ve Vidni a u oxidaz
jsou maxima namérena pro jednotlivé enzymy rizné.

e SloZeni spolec¢enstva mikrobialnich rozkladacl je na obou lokalitach charakteristické
vy$Sim pomérem aktinobakterii nez hub v priibéhu rozkladu, kdy se objevuji vyjimky
predevsim na zacatku rozkladu rostlinného opadu Astragalus exscapus ve Vidni i na
Obliku a v kvétnu a listopadu na Carex humilis, kdy dominuji spole¢enstvu houby,
které jsou vSak v nasledujicich mésicich opét vysttidany aktinobakteriemi.

e Houby se projevily jako substratové specifické mikroorganismy, ale ne lokalné
specifické, ukazalo se totiz, Ze preferuji alochtonni rostlinny opad pred autochtonnim,
nehledé na odlisSnych podminkach danych lokalit. Naproti tomu aktinobakterie se

projevily jako lokalné specifické mikroorganismy, protoze kolonizovaly jak alochtonni,
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tak autochtonni rostlinny opad preferenéné na lokalité Oblik. Houby i aktinobakterie
uprednostnily kolonizaci rostlinného opadu Fagus sylvatica spiSe na Obliku nez ve
Vidni.

Korelace mezi aktinobakteriemi a houbami ukazala, Ze jsou na sobé pozitivné zavislé.
Negativni korelace s hmotnosti opadu také ukazala, Ze s jejich narlstem rostlinny
opad ubyva. Presto bylo zjisténo, Ze vétsina aktinobakterii spolu s aktivitou enzymu
koreluji mirné negativné a u hub zase mirné pozitivné nebo vlbec, pricemz
aktinobakterie korelovaly s vétSim mnozZstvim jednotlivych enzym, i kdyz negativné,

v porovnani s houbami.
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