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Abstrakt

Mikrobialni diversita hraje vyznamnou roli v dekomposici ptidni organické hmoty.
Avsak faktory, které tuto spojitost ovliviiuji, zlstavaji stdle nejasné. Prace vychazi z
dlouhodobého sledovani pd odlisného sukcesniho stadia o rozdilné diversité. Odbér ptd
probihal na dvou vysypkach po t€Zbé hnédého uhli na Sokolovsku. Pidy byly nasledné
radie¢né sterilizovany a inokulovany mikroflorou z obou zdrojovych pid o rizné hustoté
inokula, coz vytvofilo gradient mikrobidlni diversity. Nasledn¢ byla méfena respirace ptud
s ptidavkem a bez pfidavku opadu travy Calamagrostis epigejos. Vysledky prokazaly
silnou positivni zavislost mezi mikrobidlni diversitou a dekomposici organické hmoty
v piipad¢, Ze je mikrobidlni spolecenstvo limitovano dostupnym uhlikem. Pokud tomu tak
neni, je dekomposic¢ni rychlost fizena mnoZstvim mikrobidlni biomasy. Zaroven byla
prokézana positivni korelace mezi rychlosti dekomposice a mnoZzstvim houbové biomasy.
U pud s ptidavkem listového opadu se v inicialni fazi dekomposice projevil priming efekt.
Kontrolni vzorky bez pfidavku opadu priming efekt nevykazovaly. ZvySeni vlhkosti vedlo
k navySeni dekomposicni rychlosti. S klidnym svédomim mizeme konstatovat, Ze podobné
prikazné¢ vysledky, souvisejici s vlivem diversity mikrobidlniho spoleCenstva na

dekomposici organické hmoty, jsou ve védecké sféte ojedinélé.

Klicova slova: mikrobidlni diversita, dekomposice piidni organické hmoty, mikrobidlni

biomasa, houbova biomasa, listovy opad, dostupnost uhliku.



Abstract

Microbial diversity plays an important role in the decomposition of soil organic
matter. However, the drivers of this dependence still remain unclear. The work is based on
long-term monitoring of soils of different successional stages of different diversity. Soil
sampling was conducted on two dumps after brown coal mining in the Sokolov. Soils were
X ray sterilized and inoculated by inoculum from both soils in two inoculation density
which create gradient of microbial diversity. Then microbial respiration was measured in
either supplied or not supplied by litter of Calamagrostis epigejos. Results showed a strong
positive correlation between the microbial diversity and decomposition of organic matter if
the microbial community is limited by available carbon. If there isn’t carbon limit
available, the decomposition rate is controlled by the amount of microbial biomass. Results
demonstrated positive correlation between the rate of decomposition and the amount of
fungal biomass. The soils with the addition of leaf litter showed priming effect in the initial
stage of decomposition. In the control samples without addition of litter priming effect
wasn’t observed. Increasing humidity led to increase of decomposition rate. We can
conclude with a clear conscience that similarly conclusive results associated with the
microbial community diversity due to the decomposition of soil organic matter are

sporadic in the scientific sphere.

Keywords: microbial diversity, decomposition of soil organic matter, microbial biomass,

fungal biomass, leaf litter, carbon availability.
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1. Uvod

Dekomposice je kliCovym procesem z hlediska kolobéhu uhliku a dalSich prvka
v terestrickych ekosystémech (Aerts, 1997). Rozkladem plidni organické hmoty je podle
odhadti v globalnim méfitku uvoliovano az 60Gt uhliku za rok (GLOBE, 2007), a tim je
do ob&hu navréaceno stejné mnozstvi organické hmoty. Studium mechanismi dekomposice
a faktor, které ji ovliviuji, je tedy klicové pro lepsi pochopeni a predpovéd globalnich
zmén klimatu. V souvislosti s klimatickou zménou, zpiisobenou rozvojem primyslu,
dopravy a zemédé€lstvi, mizeme v budoucnu predpokladat zmeény v rychlosti dekomposice

(Bragazza et al., 2007).

Nejvetsi podil terestrické dekomposice probihda v pidnim prostfedi. Pada je proto
z hlediska dekomposice nenahraditelnou slozkou. Nenahraditelnd je také pro kolobch
zivin, ma pufracni i detoxikacni schopnost, je prostfedim pro akumulaci, retenci i infiltraci
vody a je nepostradatelna z hlediska transformace latek (Novak et. al. 2010). Tyto funkce
vyznamnou meérou ovlivituje piidni organickd hmota (SOM), ktera zvysuje schopnost piidy
vazat nutrienty i toxické latky. Také snizuje nachylnost pid vici erozi a zhutnéni tim, ze
zlepSuje pidni strukturu a zvySuje jeji provzdu$néni. SloZzeni SOM razantné ovliviiuje

slozeni piidniho spolecenstva, kterému slouzi jako zdroj zivin a energie (Carter, 2002).

Pudni organicka hmota je dulezitym zasobnikem uhliku a je vyznamna i z hlediska
jeho globalniho kolob&hu. Tento proces je negativné narusovan lidskou ¢innosti, napf.
pfeménnou pfirozenych pid na piady zemédelské, tézbou nerostnych surovin,
odlesiiovanim krajiny a spalovanim fosilnich paliv. Kolobéh uhliku je ovliviiovan bud’
pfimou emitaci oxidu uhli¢itého, nebo omezenim jeho akumulace v ekosystémech
(Vitousek et al., 2007). Cilem je najit takova opatfeni, kterd povedou k odebirani uhliku

z atmosféry, tzv. sekvestraci uhliku. Z tohoto hlediska jsou pro nas zajimavé pudy



vznikajici na vysypkach po t€Zb& nerostnych surovin (Karu et al. 2009), které maji casto
nizky obsah pldni organické hmoty. Mohou tak byt odbérateli uhliku z atmosféry (tzv.

sinks).

Jakou mérou se bude uhlik v ptidé¢ akumulovat, ovliviiuje fada faktort. Patii mezi
né napt. vegetani pokryv, klima, pidni textura, rychlost a intenzita dekomposice pidni
organické hmoty, aktivita spolecenstev plidnich organismi a zejména pak mikroorganismu
(Persson, 1980). Mikrobialni diversitu a sloZzeni mikrobialniho spolecenstva tidi ptidni pH,
vlhkost, teplota a zvlasté diversita rostlinného pokryvu (Berg a Smalla, 2009). Rostlinné
spoleCenstvo piimo ovliviluje dynamiku mikrobidlni komunity mnozstvim vstupujiciho
opadu. Slozeni mikrobidlniho spolecenstva je také zavislé na kotfenovych vymeéscich. Ty
jsou dobfte dostupnym zdrojem energie (Kuzyakov et al., 2000; Luo et al., 2016). Rostliny
nepiimo kombinaci téchto pochodlii méni i1 piidni pH a dal§i pidni parametry (Eviner a
Chapin, 2003). Mikrobialni diversita je do jist¢ miry odrazem vySe zminénych faktorti a
jeji hlavni vyznam z hlediska dekomposice spatiujeme ve vyssi variabilité enzymatického
aparatu, kterd vede k lepSimu hospodafeni s dostupnymi zivinami a energii (Berg a

McClaugherty, 2008). SloZeni mikrobialniho spolecenstva ma vyznam analogicky.

1.1. Cile

Cilem mé diplomové prace je ziskdni ucelenych informaci o vlivu diversity
mikrobidlniho spolecenstva na dekomposici organické hmoty, a to prostfednictvim dat
vychazejicich z dlouhodobého méteni dekomposicni rychlosti na dvou druzich pad, u
nichZ byl s rozdilnou inokulaci vytvofen gradient diversity mikrobidlniho spolecenstva.
Mira dekomposice bude nasledné korelovana s dalSimi méfenymi parametry souvisejicimi
nejen s diversitou, ale také s mnoZstvim pidnich mikroorganismi (mikrobidlni biomasou,
mnozstvim ergosterolu, poctem operacnich taxonomickych jednotek).
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1.2. Hypotézy

(1) Rozhodujicim faktorem zavislosti dekomposice na diversit¢ mikrobialniho
spolecenstva bude limitace dostupnym uhlikem. Pokud piidy nebudou limitovany
uhlikem, bude se respirace s vysSi diversitou snizovat. Soucasné¢ bude mira
respirace vyssi u vzorkl s vétsi mikrobidlni biomasou. V piipad€ limitace uhlikem
se projevi zavislost dekomposice na mikrobidlni diversit¢ a vliv mikrobialni

biomasy nebude vyznamny.

(2) Dekomposice bude probihat rychleji u vzorkii s vétsi houbovou biomasou
reprezentovanou mnoZzstvim obsaZené¢ho ergosterolu. Bude také patrny vyrazny
rozdil mezi mnoZstvim ergosterolu ve vzorcich s ptidavkem (vyssi hodnoty) a bez
ptidavku opadu (niz§i hodnoty). Mikrobidlni a houbova biomasa bude vzhledem

k relativné konstantnim podminkdm vykazovat silnou zavislost.

(3) U pid s ptidavkem opadu bude respirace v inicidlni fazi dekomposice probihat
rychleji, nez u ptid bez ptidavku, a respiracni kiivka bude vykazovat prudky pokles
vzhledem k rychlému ubytku dobtfe dostupnych Zzivin obsazenych v opadu. U pud
bez ptidavku opadu budeme v inicidlni fazi dekomposice sledovat absenci vyse
zminéného poklesu. Ocekavame také, ze ptidavek vody povede k docasnému

zvySeni dekomposi¢ni rychlosti.



2. Literarni prehled
2.1. Definice dekomposice

Dekomposice je procesem postupného rozkladu mrtvé organické hmoty. Jejim
vrcholem je mineralizace, tedy transformace latek organickych na anorganické (oxid
uhli¢ity a uvolnéné ziviny). Hnaci silou dekomposice jsou fyzikalni a chemické procesy,
ale uplatiuji se pfi ni také Zivé organismy (Berg a McClaugherty, 2008). Mira
dekomposice je ovlivnéna mnozstvim vstupujici pidni organické hmoty, pfedev§im ve
formé¢ opadu. Jeho mnozstvi a kvalita ma proto vyznam na fungovani ekosystému (Berg et
al., 2001). Rozklad pidni organické hmoty a fotosyntéza jsou hlavnimi procesy, které se
ucastni biologického obratu uhliku na nasi planeté. (Abaye a Brookes, 2006, Garbulsky et
al., 2014). I pfesto, ze mechanismiim fotosyntézy relativné¢ dobfe rozumime po vSech
strankach, proces dekomposice je objasnén nepomérné hiife. Biochemické premény pidni
organické hmoty béhem dekomposice jsou na rozdil od fotosyntézy velmi variabilni (Berg

a McClaugherty, 2008).

Dekomposici délime na dvé faze. Rana faze dekomposice se vyznacuje vyssi rychlosti,
prevladaji pfi ni klimatické podminky, obsah Zivin a mnoZzstvi vodou rozpustnych latek.
Pozd¢jsi faze je tizena mnozstvim ligninu a mira dekomposice je vyrazné nizsi (Berg,

2000).



2.2. Vyznam dekomposice

Dekomposice je vyznamna z hlediska kolobéhu Zivin vdzanych v biomase, pfedev§im
uhliku, dusiku, fosforu a siry. Zvysujici se koncentrace oxidu uhli¢itého je dnes casto
diskutovanym tématem, zejména vzhledem k jeho vlivu na globéalni oteplovani. Tento
hlavni sklenikovy plyn vyznamné pfispiva k vzestupu globélni teploty, ktera se béhem
poslednich sto let zvySila o 0,74 °C, a jeji primérny rast za poslednich padesat let byl
0,13°C za desetileti (Oulehle a Hruska, 2009). Pfitom je dekomposice plidni organické
hmoty zodpovédna za obrovské mnozstvi CO,, ktery vstupuje do atmosféry. Na druhou
stranu dekomposice zahrnuje 1 sekvestraci uhliku, tedy jeho ukladani do pidy ve formé
humusu a ostatnich stabilnich organickych latek (Schlesinger a Andrews, 2000). Pochopeni
téchto protichtidnych procesii je dilezité pro presnéjsi stanoveni globalni bilance uhliku a
zaroven k formovani postuptl, které povedou k jeho sekvestraci (Frouz, 2010; Shrestha et

al., 2009; Juwarkar et al., 2010).

Mimo plochy vznikajici na vysypkach (VinduSkové a Frouz, 2013; Karu et al., 2009;
Akala a Lal, 2001) patii mezi vyznamné propady (sinks) uhliku také lesni ekosystémy,
které podle odhadd vstfebavaji az 30% antropogennich emisi CO, ro¢né (Schulze et al.,
2000). Dynamika pochodt, které vedou k sekvestraci uhliku na lesnich plochach, zistava
z velké Casti neobjasnéna (Bellassen a Luyssaert, 2014). Naudts et al. (2016) dosli
k zavéru, Ze navzdory naristu lesni plochy v Evropé béhem poslednich 250 let, nedoslo k
vyraznému snizeni koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféfe. To pfiitaji zvySenému
odbéru biomasy z lesnich hospodatskych ploch. Tézba dieva totiz snizuje mnozstvi mrtvé
dievni hmoty vstupujici do procesu dekomposice, ¢imZ je naruSena integrita celého
dekomposi¢niho fetézce v téchto ekosystémech. V urcitych oblastech dochézi dokonce

k chfadnuti lest. Néslednym projevem mize byt mj. sniZovani mikrobidlni diversity.



Naptiklad velké mnozstvi saprofytnich organismil je ohroZeno vyhynutim (Grove, 2002;
Stokland et al., 2012). Pokud se nezméni politika hospodafeni na téchto plochéch,
nemuzeme v soucasné dobé ocekdvat vyznamné navysSeni sekvestrace uhliku (Vanhala et

al., 2016).

2.2.1. Globalni cyklus uhliku

Z hlediska kolobéhu uhliku patii mezi nejvyznamnéjsi procesy fotosyntéza a respirace.
Fotosyntéza zajiStuje vazani uhliku do rostlinné biomasy, kterd je po odumieni
transformovana chemickymi procesy a rozkladana pidnimi organismy. Rozkladné procesy
v pidé vedou k uvoliiovani tak velkého mnozstvi oxidu uhli¢it¢ho do atmosféry, které az
desetkrat prevysuje mnozstvi uhliku emitovaného ze spalovani fosilnich paliv (Law et al.,
2002; Grace a Rayment, 2000; Frouz, 2010). Musime si ale uvédomit, ze rovnovdha mezi
respiraci a ostatnimi pochody, které urcuji cyklus uhliku, byla postupem casu
vybalancovéna tak, aby nedochazelo k vyraznym zméndm koncentrace oxidu uhli¢itého
v atmosfétfe. Antropogenni Cinnosti ale dochazi k narusovani téchto ptirozenych pochodi,

coz mize znamenat dodatecné vstupy uhliku do atmosféry.

Tok uhliku mezi atmosférou, hydrosférou a organismy je zprostfedkovan ve formé
oxidu uhli¢itého. Ten je zdrojem uhliku pro fotosyntézu suchozemskych rostlin, zatimco
vodni rostliny vtomto ohledu vyuzivaji rozpusténé uhli¢itany (Begon et al., 2006).
Jorgensen et al. (2008) uvadi, Ze doba obratu uhliku v atmosféfe je ptiblizné 2 roky.
Nicméné tento Udaj je zavadéjici. VétSina obratu je totiz zapoctena jako vyména plynil
mezi atmosférou a hydrosférou. NeocCekdvany piirtistek uhliku tedy mize zGstat

v atmosféfe 1 po vyrazné delsi dobu (Jergensen et al., 2008).
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Piida obsahuje ptiblizné dvakrat az tfikrat vys$i mnozstvi uhliku nez atmosféra. Uhlik
je z globalniho hlediska soustfedén do n€kolika rezervoart (viz obr. 1). Nejveétsi mnozstvi
uhliku je uloZeno v zemské kiite (10° Gt C), druhym nejvétsim zasobnikem jsou oceany
(38 000 Gt C), zasoby fosilnich paliv obsahuji az 4000 Gt uhliku. Pida globalné obsahuje
ptiblizné 1500 Gt C a rostliny az 560 Gt C. Rocni vstup rostlinného opadu do pudy se
pohybuje okolo 60 Gt uhliku (GLOBE, 2007). Doba obratu uhliku v opadu je pfiblizné 1,5
roku. K akumulaci uhliku nejvyraznéji ptispivaji ekosystémy chladngjSich oblasti (napft. ve
formé raSeliny). Naopak vysoky obrat, ktery akumulaci uhliku neumoziuje, mizeme
pozorovat v tropickych oblastech s primérnou roc¢ni teplotou nad 30 °C (Berg a

McClaugherty, 2008).

Sopecna ' '
Liangst 0‘ Odlesnéni 0,9

Resp. msﬂin 60

Rostliny 560

' Fotosyntéza 120

Spal. fos. paliv 6 '

Ztraty Prijem
0,8 oceanu 90 gcednu 92

Zemska kira
. 100 000 000

< Zasobiky
- T Ky

Obr. 1: Globadlni cyklus uhliku s popisem zdsobnikii v Gt C a tokii v Gt C. rok, prevzato a
upraveno (GLOBE 2007).
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Nejnovéjsi studie dokazuji, Ze terestrické ekosystémy maji vyssi potencial ukladat oxid
uhli¢ity, nez bylo pfedpokladano (Song et al., 2005; Batjes, 2014; Sheng et al., 2016).
Navic 1 malé zmény v akumulaci uhliku v pidé mohou mit vysoky dopad na sniZeni
atmosférické koncentrace CO, (Manlay et al., 2007). Na druhou stranu existuje vzhledem
ke zvySovani globalni teploty riziko uvolfiovani oxidu uhli¢itého z obrovskych zasobnikii
v permafrostu (Dorrepaal et al., 2009; Tarnocai et al., 2009; Wang et al., 2010; Harden et
al., 2012). V piidé permafrostu je totiz akumulovano takové mnoZzstvi uhliku bliZici se jeho

mnozstvi ve vSech netrvale zmrzlych ptidach (Tarnocai et al., 2009).

2.2.2. Uhlik v pudé

Hlavnimi vstupy uhliku do ptidy jsou nadzemni i podzemni rostlinny opad a kotfenové
exsudaty (Schimel a Schaefer, 2012). Dekomposice rostlinného opadu je komplexnim
souborem procesl, béhem kterych chemické, biologické i fyzikalni faktory Gc€inkuji na
Siroké spektrum organickych substrati. Dochdzi tak k neustalym zménam jejich vlastnosti
a slozeni. Komplikovanost téchto procesii nds omezuje na pouhy popis jejich vSeobecnych

podminek (Berg a McClaugherty, 2008).

Z hlediska sekvestrace uhliku v pad¢ patii mezi nejvyznamnéj$i komponenty
humusové latky, které jsou typické velmi pomalym rozkladem (Andreetta et al., 2011; De
Vos et al., 2015). Humusové¢ latky vznikaji béhem humifikacniho procesu a maji velmi
dlouhou dobu obratu. Ta se v zavislosti na klimatickych podminkach pohybuje v rozmezi
300-1000 let (Berg a McClaugherty, 2008; Wall et al., 2008). Naopak u nerozlozeného
opadu, ktery v ptidé tvofti ptiblizné¢ 4% uhliku, je uddvana doba obratu v fadu desitek let
(viz obr. 2). Meziproduktem jsou fulvokyseliny, které obsahuji okolo 22% uhliku v padé¢, a
jejich obrat je odhadovan na stovky let. Az 74% piidniho uhliku je ulozeno v huminovych

kyselinach a huminech s dobou obratu az v tisicich let (Jorgensen et al., 2008).
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Obr. 2: Dynamika rozkladu opadu v profilu 0 az 20cm, pro travni porosty cernozemi

s jednotlivymi prechody (kg C. m™. rok™). Prevzato a upraveno (Jorgensen et al., 2008).

wrwe

vode¢. Naproti tomu fulvokyseliny s krat$i dobou obratu ve vodé rozpustné jsou (Jergensen
et al., 2008). Dulezitost huminovych kyselin pro akumulaci uhliku je umocnéna tim, ze
obsahuji pfiblizné¢ 55% uhliku, oproti fulvokyselindm, které obsahuji uhliku asi o 10%
méné. Huminové kyseliny jsou vyznamné i svou schopnosti vazat se na jilové mineraly za
vzniku organomineralnich komplext, jejichZ sorpéni vlastnosti se projevuji vazdnim Zivin

(Berg a McClaugherty, 2008).

Podobné vlastnosti jako huminové kyseliny maji huminy. Ty jsou navic vyrazné
odolnéjsi vici ucinkim kyselin, zdsad i mikroorganismi. Vytvareji dlouhé fetézce, které
mohou obsahovat molekuly lipidli, peptidi a esterl, jeZ jsou mezi sebou propojeny

vodikovymi mustky a Van Der Waalsovymi silami (Hayes a Clapp, 2001).
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Cyklus uhliku v pidé mlze byt vyznamné ovlivnén efektem oznaovanym jako
hnojeni uhlikem (Raddatz et al., 2007; Ahlstrom et al, 2012). Ten je zapfiCinén
zvySovanim koncentrace oxidu uhli¢itého a vzrustem prumérnych teplot, coz vede
k pozitivnimu vlivu na fotosyntézu, a tim 1 urychleni pfibytku biomasy (Brodribb et al.,
2009, Beer et al., 2010; Cox et al., 2013). Zaroven narasta listovd plocha a zvySuje se
mnozstvi opadu, ¢imz je ovlivnéno sloZzeni ptidniho mikrobidlniho spolecenstva (Zak et al.,

2000).

2.3. Hlavni faktory ovliviiujici rychlost dekomposice

Dekomposi¢ni rychlost ovliviiuje fada proménnych. Patii sem faktory abiotické,
tedy chemické a fyzikalni vlastnosti piidy, biotické, které shrnuji vliv vSech organismi i
rostlin v pidé¢ Zijicich, a jim nadfazené faktory klimatické. Klimatické podminky jsou
hlavnim ¢initelem fidicim dekomposici globaln€¢ 1 regiondlné. Vliv pldnich
mikroorganismi a chemického slozeni opadu, resp. pudni organické hmoty, pfevazuje
v men$im méfitku (Aerts, 1997). Klimatické podminky pisobi na dekomposici piimo
prostiednictvim teploty a vlhkosti, ¢i nepfimo, vzhledem k jejich vlivu na chemické slozeni
opadu (Aerts, 1997). Biologické faktory jsou podminény teplotou, vlhkosti, ptidnim pH a
zvlasté pak chemickym sloZzenim opadu a pidni organické hmoty. Dekomposicni rychlost
rostlinného opadu je v zavislosti na zemépisné Sifce a nadmotské vysce velice variabilni a
stale neni zcela jasné, které faktory hraji hlavni roli pfi jejim globalnim odhadu (Zhang et

al., 2008).
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2.3.1. Chemické sloZeni opadu

Hlavnim vstupem zivin, které se béhem dekomposice z velké ¢asti uvoliiuji do ptidniho
systému, je rostlinny opad. Kvantitativni a chemické sloZeni opadu ovliviiuje strukturu a
slozeni mikrobidlniho spolecenstva (Berg a McClaugherty, 2008). Soucasné s tim se méni 1
schopnost  mikrobidlniho spoleCenstva rozkladat cCerstvou organickou hmotu.
Dekomposi¢ni rychlost je fizena mnoZstvim dostupného uhliku a dusiku, obsahem fosforu,

ligninu a pomérem ligninu a dusiku (Zhang et al., 2008).

Dostupnost uhliku se méni spolecné schemickym slozenim opadu. Pro
mikroorganismy je nejdostupnéj$i uhlik ve formé jednoduchych fetézcii. K této slozce
opadu patii vodou rozpustné organické latky, které se zopadu ztraceji pfi procesu
vyluhovani (Bogatyrev et al., 1983). Mezi tyto latky patii cukry, glyceridy a fenoly.
Z hlediska cukri se jednd pfevazné o mono a oligosacharidy, které jsou pozustatky
metabolickych procest rostlin. Rozpustnost fenolli, mezi které patii i taniny, je velmi
proménna. To vychazi ze skuteCnosti, Ze nékteré z nich jsou schopné reagovat s veétSimi
molekulami a maji tendenci ménit se v méné rozpustné formy (Berg a McClaugherty,
2008). Mnozstvi téchto latek v listovém opadu je variabilni, podle toho, z jakého druhu
rostliny opad pochazi (Hagen-Thorn et al, 2006). Pfikladem miZze byt olSe, kde se
koncentrace téchto latek pohybuje kolem 30%, naopak u borovice je to v priméru 7%

(Berg a McClaugherty, 2008).

Majoritni ¢ast biomasy opadu predstavuje celuldza a lignin, jejichz dostupnost je
pro organismy niz§i. Obsah ligninu v opadu mtze byt dobrym prediktorem dekomposi¢ni
rychlosti, av§ak u opadu, kde je jeho obsah nizky, je tento odhad omezen (Aerts, 1997).

Koncentrace ligninu v rtiznych fazich dekomposice je zavisld na mistnich klimatickych
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podminkach, pficemz v oblastech s vyssi teplotou a vlhkosti obsah ligninu v opadu roste

(Coliteaux et al. 1995).

Fosfor se v opadu nachézi ptevazné v nukleovych kyselinach a pro mikrobidlni

spoleCenstva neni ve vétsing terestrickych ekosystémi limitujicim prvkem (Scheu, 1990).

Z hlediska dekomposice je diilezity také dusik. Obsah dusiku je vétSinou uvadén ve
stechiometrickém poméru s uhlikem (C:N). Tento pomér je vyznamny z hlediska rychlosti
rozkladu listového opadu. Mizeme obecn¢ konstatovat, ze rychlost dekomposice s jeho
rostoucim pomérem klesd. Obdobné to plati i u poméru ligninu a dusiku (Zhang et al.,
2008). Rostliny na stanovistich s nedostatkem zivin produkuji hiife rozlozitelny opad,
charakteristicky vysokym pomérem C:N s vyssi koncentraci Spatné rozlozitelnych latek,
coz vede kniz8i dekomposi¢ni rychlosti. Naopak to plati na stanoviStich na Ziviny
bohatych (Aerts a de Caluwe, 1997). Dostupny dusik je limitujici ve vétSin€ lesti mirného
pasma. Jeho akumulace v lesni pd¢, akcelerovana prostfednictvim atmosferické deposice,
mize zapfiinit vyrazné zmény ve struktufe téchto ekosystémi (Falkengren-Grerup a
Schoéttelndreier, 2004). Tyto zmény se projevuji napfi. acidifikaci pidy, vyluhovanim
dusi¢nanil a ztratou biologické rozmanitosti ptidnich spolecenstev (Chen et al., 2014). Na
lokalni urovni je primérni produktivita ekosystému ovlivnéna dusikem z geologickych

zdrojii (Thompson et al., 2001).
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2.3.2. Teplota a vlhkost

Za ptedpokladu pfiznivych podminek pfevlada v inicialni fazi dekomposice vliv
chemického slozeni opadu. Naopak v oblastech neptiznivych teplotnich a povétrnostnich
podminek ptevazuje vliv klimatu (Cofliteaux et al. 1995). Pokud neni aktivita
mikrobidlniho spolecenstva limitovana vlhkosti, je hlavni hnaci silou dekomposice teplota.
Dekomposi¢ni rychlost je tedy globalné zavisla na zemépisné Sifce a nadmoiské vysce,

lokaln€ pak na reliéfu krajiny.

Snizeni plGdni vlhkosti vede k vodnimu stresu a dehydrataci mikrobialniho
spoleCenstva, coz se projevuje snizenim dekomposi¢ni rychlosti (Begon et al., 20006).
Spole¢né s nedostatkem vody se redukuje mobilita latek, které se prostiednictvim difuse
dostavaji k mikrobidlnimu spolecenstvu (Whitworth et al.,, 2014). Slozeni mikrobidlni
komunity pak mize byt vyrazné pozménéno. Napfiiklad tak, ze se vice uplatituji houbové
mikroorganismy, které jsou k suchu vice tolerantni nez bakterie (Hendrix et al., 1986).
V podminkéch sttidani vlhkych a suchych cykli dochazi ke stimulaci mikrobidlni aktivity,
jelikoz mikrobidlni spolecenstvo je na vykyvy vlhkosti dobfe ptizpiisobeno (Cornejo et al.,
1994). Na druhou stranu dochazi v ptremokienych ptdach ke snizeni mnozstvi dostupného
kysliku, ¢imz je dekomposi¢ni proces omezen, ¢i pozastaven. Tento projev je typicky
pro kyselé mokiadni piidy, kde je v biomase raseliny podle odhadi akumulovano az 600Gt

C (McGuire et al., 2009).

Vliv ptudni vlhkosti na dekomposici je omezen i1 dal§imi faktory, napt. v borealnich
lesich, které jsou limitované mnozstvim dostupnych zivin, nevede nutné vyssi dostupnost
vody k vyssi dekomposi¢ni rychlosti (Berg a McClaugherty, 2008; Berg a Meentemeyer,

2002).
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2.3.3. Pidni pH

Pidni reakce je zakladnim faktorem, kterym hodnotime stav pidy. Hodnota
pudniho pH ovliviiuje sloZzeni mikrobidlniho spoleCenstva a mnoZstvi jeho biomasy
(Jenkinson et al., 1977; Fierer a Jackson, 2006; Lauber et al., 2009). S rostoucim pH
dochazi ke zméné poméru bakterii a hub, jelikoZz jeho vysoké hodnoty zvyhodiuji
ptitomnost bakterii, zatimco houby ustupuji (Kamble et al., 2014). Naopak sniZeni pH,
kyselym opadem aj., vede k vysokému naristu acidofilnich organismi na tkor ostatnich
druhti. Ty jsou bud vyrazné¢ redukovany, nebo uplné¢ mizi (Williams et al., 2013).

Soucasné se snizuje mikrobialni biomasa (Jenkinson et al., 1977).

Mimo piimého vlivu na mikrobidlni spolec¢enstvo piisobi pH i1 nepiimo, jelikoz ma
vyrazny vliv na rozpustnost a tim padem i dostupnost zivin (Berg a McClaugherty, 2008).
Extrémni hodnoty pH vedou ke zvyseni mobility toxickych prvka (Frouz, 2011; Stys,
1990), které mohou narusit plidni mikrobidlni spolecenstvo. Nizké pH pii vyluhovani
opadu vede ke zvyseni vyplavovani vodou rozpustnych organickych latek a k ochuzovani

pudy o zaporn¢€ nabité slouceniny.

Na snizovani pH mize mit vliv i samotnd dekomposice, jelikoz z uvolnéného oxidu
uhli¢itého vznikd v plidnim prostfedi kyselina uhli¢itd (Berg a McClaugherty, 2008). Za
nizkého pH je rychlost fixace dusiku velmi pomald. Vys§i pH naopak fixaci dusiku

podporuje. S tim souvisi vyssi uzivnost a dekomposicni rychlost na ptidach s vyssim pH.
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2.4. Pusobeni mikroorganismu

Navzdory tomu, ze mikrobidlni biomasa obsahuje pouze 1-3 % organického uhliku
v pidnim prostiedi a zabira jen 0,001 % pidniho objemu (Grundmann a Gourbiere, 1999),
jsou nejvétsi toky uhliku (rozklad a akumulace) v plidnich ekosystémech fizeny
mikrobidlnim spolec¢enstvem (Schimel a Schaefer, 2012). Vezmeme-li v Givahu postaveni
mikroorganismit v edafonu, je mikrobidlni spolecenstvo €asto dominantni. To plati jak
z hlediska kvantity, jelikoZ primérné mnozstvi biomasy mikroorganismi je 15 tun na
hektar (Jorgensen et al., 2008), tak z hlediska diversity. Literatura udavé, e na 1 m* plochy
pfipadd az 5000 druhd bakterii. Diversita houbovych mikroorganisml je vyrazné niZsi,
tedy priblizné 100 dominantnich druhd hub na stejné plose (Berg a McClaugherty, 2008).
Avsak biomasa hub Casto az dvojnasobné prevysuje biomasu bakterii (Jorgensen et al.,
2008) a z globalniho hlediska je diversita hub vyssi nez u bakterii (De Boer et al., 2005).
Vysoké hodnoty biomasy i mikrobidlni diversity mizeme sledovat naptf. na pidach
borealnich a mirnych lesti, kde mikroorganismy tvoti primarni dekompository rostlinného

opadu (Berg a McClaugherty, 2008).

Zakladni skupiny pidnich mikroorganisma piedstavuji bakterie (v€etné vlaknitych
bakterii, dfive skupina aktinomycet), houby a Archae (Berg a McClaugherty, 2008), které
byly dfive zafazovany mezi bakterie. Bakterie ve své bunécné stén¢ obsahuji mastné
kyseliny, naopak Archae izoprenové fetézce (Pace, 2006). Dale mikroorganismy délime na
aerobni a anaerobni. Anaerobni mikroorganismy se v terestrickych ekosystémech uplatiiuji
v podminkach trvale zamokienych pld (napi. ekosystémy mokiadil), aerobni dominuji ve

veét$iné ostatnich.

Dé¢leni mikroorganismti podle zdroji uhliku zahrnuje organismy autotrofni

(zdrojem uhliku CO;) a heterotrofni, které jako zdroj uhliku vyuzivaji organické
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slouceniny. B&hem sukcese se navzdory rozdilné fyziologii obé tyto skupiny objevuji
spole¢né. Rozdilna je pouze jejich dominance determinovana prostiedim, které je béhem

sukcese osidlovano (Fierer et al., 2010).

Hlavni skupinu mikroorganismil, které se podileji na procesu dekomposice,
predstavuji aerobni heterotrofové, ktefi jsou zapojeni do jednotlivych i souhrnnych
procesl, zajiStovanych Sirokou Skdlou mikroorganismli. Souhrnné procesy, tvotfené
sou¢tem nékolika dil¢ich pochodii, métime jako proces jediny, coz miZe byt znacné

omezujici (napf. piidni respirace).

2.4.1. Bakterie

Bakterie fadime mezi aerobni i anaerobni mikroorganismy, narozdil od hub, které
jsou vyhradné aerobni. Podle pfijmu energie mlizeme bakterie délit na fotolitotrofické,
pfijimajici energii ve formé& slunecniho zafeni, foto-organotrofické, u nichz probiha
fotosyntésa, chemo-litotrofické, které jako zdroj energie vyuzivaji redoxni reakce a chemo-
organotrofické, pro néz jsou donorem elektronu organické slouceniny. Tato variabilita
v pfijmu energie vede mj. k jejich obrovské druhové i funkéni rozmanitosti (Jergensen et
al., 2008). Bakterialni spolecenstvo je proto schopné rozkladat Siroké spektrum substrath
(Berg a McClaugherty, 2008). Potravni generalismus bakterii vSak vede k jejich vysoké
alfa diversité a nizké beta diversité. Naproti tomu houby vykazuji zavislost opacnou, a

povazujeme je tedy za potravni specialisty (Urbanova et al., 2015).

Z hlediska dekomposice piidni organické hmoty patii mezi nejvyznamné;jsi bakterie
aktinobakterie. Tento globaln¢ rozsiteny kmen bakterii uptednostnujici rozklad opadu a
pudniho humusu byva nejpocetnéj§im druhem bakterii, které miizeme v pud¢ nalézt

(Sagova-Mareckova et al., 2011). Jejich enzymaticky aparat je relativné dobte pfizplisoben
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rozkladu komplexnich sloucenin jako je celulosa a lignin (Jayasinghe a Parkinson 2009).
Jejich schopnost konkurovat béhem rozkladu téchto latek houbdm je nizsi (Tuomela et al.,
2000), coz ftzce souvisi 1 svySe zminénym potravnim generalismem bakterii.
Aktinobakterie dominuji v bakteridlnim spolecenstvu v ekosystémech relativné vlhkych a
bohatych na rostlinny opad. Zaroven preferuji neutralni az zésadité¢ pH. PovaZzujeme je za

vyznamné dekompository houbovych hyf (El-Tarabily a Sivasithamparam, 2006).

2.4.2. Houby

Vysokou Uuc¢innost hub pifi degradaci lignocelulosy, jejiz obsah dekomposici
limituje, zajiStuje specializace jejich enzymatického aparatu (Kjeller a Struwe 1982).
Béhem tohoto procesu se uplatiuji hydrolytické extracelularni enzymy, které jsou
vyluovany bud’ do jejich pfimého okoli, nebo se nachazeji na povrchu hyf, pficemz
k degradaci celulosy dochazi mimo houbové buiiky. Timto zptisobem dochézi k rozkladu
nerozpustné makromolekuly na monomer ¢i oligomer, skladajici se z n€kolika jednotek
glukosy. Tato latka je nasledné piijata do builky a metebolizovana. Cast celulosy
v rostlinnych pletivech je uspotfaddana v hiife stépitelné krystalické formé. Nékteré houbové
mikroorganismy maji takovou enzymatickou vybavu, ktera jim dovoluje rozstépit i takto
tvofené struktury (Eriksson et al., 1990). Vyhodou hub je jejich velky povrch vzhledem
k objemu, ktery vyplyva z vlaknitého uspofadani hyf, a pfispiva jejich vysoké efektivité

behem rozkladu opadu (Maheshwari, 2005).

Z hlediska dekomposice miizeme houby dé€lit na tzv. soft-rot, white-rot a brown-rot
(houby mékké, bilé a hnédé hniloby). Ackoli je toto déleni pomérné zastaralé, je vzhledem
k své nazornosti stale pouzivano. Kazd4 z téchto skupin vyuziva jiné mechanismy rozkladu
ligninu, coz je spojeno s jejich rozdilnou ucCinnosti béhem tohoto procesu (Berg a
McClaugherty, 2008). Napiiklad v lesnich ekosystémech, které nejsou limitovany
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dusikem, vykazuji houby bilé hniloby schopnost kompletniho rozkladu molekuly ligninu,
zatimco u hub hnédé hniloby je tato schopnost omezena. Naopak pti rozkladu opadu
s vysokym obsahem dusiku dochéazi u hub bilé hniloby k inhibici enzymatického aparatu
pro rozklad ligninu, tudiZz pii jeho rozkladu dominuji houby hniloby hnédé (Ge et al.,

2013).

Pfitomnost snadno rozlozitelnych latek v opadu se béhem dekomposice projevuje
vyS$im zastoupenim biomasy bakterii vii¢i biomase hub. Tento projev je patrny béhem
inicialni faze dekomposice. V pozdé¢jsi fazi dekomposice, kdy je sloZzeni opadu méné
ptiznivé, pfevazuje biomasa perzistentnich hub, které produkuji antibiotika a nékolik druhii

rozkladnych enzymt (Torres et al., 2005; Lavelle a Spain, 2005).

2.4.3. Mikrobialni diversita

Ackoli by se mohlo zdat, Ze mikrobidlni diversita je pouhym odrazem podminek,
které v piidé panuji, neni platnost tohoto tvrzeni zcela jednozna¢nd. Tomu nasvédcuje 1
fada studii (Loreau, 2001; Moorhead a Sinsabaugh, 2006; Miki et al., 2010; McGuire a
Treseder, 2010; Zhang a Zhang, 2016; Luo a Gu, 2016). Mlizeme uvazovat o tom, Ze
mikrobidlni diversita funguje jako protivdha vyhradnimu ovliviiovani obsahu Zivin v padé
rostlinami, tedy kofenovymi exsudaty a chemismem vstupujiciho opadu (Miki et al.,
2010). Vliv rostlin na mnozstvi a komposici zivin v pudé tedy nemusi byt vzhledem

k plisobeni mikrobidlniho spoleCenstva zcela pfimy.

Vliv mikrobialni diversity na dekomposici je Iépe patrny v laboratornich
podminkach, jelikoz mizeme omezit faktory, které by mohly vysledek zkreslit, nebo by
nebylo mozno rozlisit, ktery faktor dekomposici nejvice ovliviiuje. Prikladem mize byt

studie (Wohl et al., 2004). V tomto experimentu byla porovnavana efektivita dekomposice
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celulosy populacemi bakterii o rozdilné diversité. Vysledky ukazaly na positivni korelaci
mezi bakteridlni diversitou a degradaci celulosy v ptipad¢, Ze vzorek obsahoval vice nez
dva bakteridlni druhy. Zaroven spolecenstva s vyssi diversitou vykazovala i vys§i hodnotu
bakteridlni biomasy. Tyto vysledky podporuji i teoreticky model (Loreau, 2001), ktery
pfedpokladd vys§i miru vyuZziti Zivin bakteridlnimi spoleCenstvy s vys§i druhovou
bohatosti. K tomu dochazi proto, Ze vice diversifikované spolecenstvo dokaze utilizovat
S$irSi spektrum substrat, coz vede k vyssi produktivité (Wohl et al., 2004). Moznym
vysvétlenim by mohlo byt i usnadnéni vyuziti substratu mezi redundantnimi druhy. Ty
k dekomposici vyuzivaji podobné enzymy, jejichz spoleéné piisobeni vede k vyssi
ucinnosti rozkladu. Mohou také vyuzivat stejny zdroj, ale odliSné meziprodukty

metabolismu (Héttenschwiler et al. 2011).

Vys§§i mikrobidlni diversita mize vést k vyssi pravdépodobnosti vyskytu takovych
druht, které si budou odbourdvat latky vyvolavajici zpomaleni dekomposi¢ni rychlosti.
Latka, kterd je pro jeden druh inhibitorem, mize byt jinym druhem zpracovana a zaroveil
odbourana. Obecné lze tedy fici, Ze se zvySujici diversitou se zvySuje pravdépodobnost
vyskytu takovych druht, jejichz kombinace povede ke zvySeni rychlosti dekomposice

(Bell et al., 2005).

Na druhou stranu mulze dojit 1 ktakové kombinaci organismi s
vzéjemnym antagonistickym ucinkem, ktera povede ke snizeni dekomposi¢ni rychlosti.
Tento efekt miZzeme pozorovat napiiklad u spoleCenstva hub, které produkci antibiotik

omezuji rist druhdl ostatnich (Snajdr et al., 2010).
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3. Material a metody
3.1. Odbér vzorki, priprava a pribéh experimentu

Pidy pouzité v experimentu byly odebrany na dvou vysypkéch po t€zbé hnédého
uhli rozdilného stari na Sokolovsku. UloZeny material sestaval z alkalickych jilovci, které
se nasledné rozlozily na mensi ¢astice a amorfni jil. Behem plidotvorného procesu na této
chronosekvenci dochazelo k postupnému snizovani pH, fosfor se staval 1épe dostupnym a

postupné se zvySovalo mnozstvi uloZené¢ho uhliku a dusiku (Frouz et al., 2008).

Zamérem bylo vybrat piidy rozdilného staii a chemického sloZeni, u kterych byla
vys$$i pravdépodobnost nalézt vyrazné odliSnosti z hlediska mikrobialniho spolecenstva,
které se projevi v rozdilné dekomposi¢ni rychlosti. Prvni z odebranych piid byla oznacena
jako E (early succesion — mladsi sukcese). Jeji staii bylo 10 let, resp. substrat byl na misté
deponovan z nadlozi pfed deseti lety. Jilovec byl rozlozen na Castice <2mm a vegetacni
pokryv byl nizky. Padni pH bylo stanoveno na hodnoté¢ 8,75 (Frouz et al., 2016). Piida na
druhém stanovisti o stari 50 let byla oznacena jako L (late succesion — pozdni sukcese).
Vliv kofentl, piidni fauny a rostlinného opadu po nékolik desetileti dal na této lokalité
vzniknout ptidnimu horizontu o tloust’ce 8-10 cm. Pidni pH bylo méné zésadité nez u ptudy

mladsi, tedy 7,16 (Frouz et al., 2016).

Odbér vzorkl probihal na obou mistech ve stejnou dobu (zari 2011). Na kazdé
lokalité bylo odebrano pét vzorkl z hloubky 5-8 cm. Vzdalenost mezi jednotlivymi odbéry
byla pfiblizné 50 m. Vzorky zkazdého stanovist¢ byly nasledné spojeny do dvou
kompozitnich vzorkd. Pfiblizné 1 kg substratu byl skladovan pfi teploté¢ 4 °C. Zbyly
substrat byl umistén do ¢ty uzaviratelnych plastovych sackl. Tento substrat byl poté
sterilovan davkou 40 kGy vy radiace. Sterilizované substraty byly inokulovéany

suspenzi nesterilizované piidy pro ziskani fedéni 102 a 107. Redénim je v tomto piipadé
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myslen podil pudy vyuzité k vytvoreni inokula viici sterilizované ptid¢€. Suspenze byla pred
pouzitim podrobena pilisobeni ultrazvuku a filtrovana ptes 40 pm filtr. Objem suspenze
pfidané do kazdého opakovani byl vzdy stejny. Rozdil byl v pouZiti odlisného mnozstvi

nesterilniho substratu k vytvofeni suspenze pro jednotlivé treatmenty.

Timto postupem vzniklo osm kombinaci pad: LLH, LLL, LEH, LEL, ELH, ELL,
EEH, EEL. Prvni pismeno znamena pouZity typ sterilniho substratu (E — mladsi sukcese
stadium, L — starSi sukcese). Druhé pismeno znaci, z jaké pliidy byla vytvofena suspenze,
kterou byla sterilni piida néasledné¢ inokulovéna (E — mladsi ptida, L — starSi pada). Treti
pismeno oznatuje, jaké fedéni bylo pouZito pro jednotlivy treatment. Redéni 107 je
ozna¢eno jako H a fedéni 107 jako L. O&ekavame, e pii vétsim nafedéni vypadnou
vzacné druhy mikroorganismil, a proto je vétsi fedéni oznaceno jako L od ocekavané nizsi
diversity (Low diversity), a naopak u malo zfedénych suspensi ocekdvame vétsi diversitu

(High diversity) a zna¢ime je H.

Pokusné pudy byly vytvoteny pro jiny experiment (Frouz et al, 2016).
V experimentu pro mou diplomovou praci tak byly vyuzity zbytky pld, coz se odrazi

v absenci pudy LEL, které nebylo dostatecné mnozstvi k zalozeni tohoto treatmentu.
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3.2. Metodika méreni

3.2.1. Stanoveni mikrobialni diversity

Rozdilné mikrobidlni diversity bylo dosazeno fedénim, respektive nefedénim
inokula. Dle Wertz et al., (2006) méla byt vyS$i mikrobidlni diversita sledovana u pad

s menSim fedénim (H — high diversity) a nizs§i u pid s vétsim fedénim (L — low diversity).

Inokulované vzorky pid byly testovany na pocet operacnich taxonomickych
jednotek (OTU) metodou 454 pyrosekvenace. Pocet OTU byl ptevzat z prace (Frouz et al.,

2016).

3.2.2. Stanoveni mikrobialni respirace titraéni metodou

Pro méfeni mikrobidlni respirace vzorkll byly vyuZity uzaviratelné vzduchotésné
sklenéné nadoby (sérovky) o objemu 150 ml. Pied zalozenim pokusu byly tyto nadoby
sterilizovany. Samotné vazeni ptd do jednotlivych treatmentii probihalo ve flow boxu, aby
byla co nejvice snizena pravdépodobnost kontaminace mikroorganismy z okolniho
prostiedi. Do kazdé nadoby bylo navazeno 40 g zeminy ve 2-6 opakovanich, podle toho,
kolik materidlu bylo k dispozici. Byly vytvofeny dvé skupiny vzorkd, a to vzorky
s pridavkem 0,5 g listového opadu Calamagrostis epigejos a bez jeho ptidavku. Opad
Calamagrostis epigejos byl ulozen v polyesterovych saccich 3x3 cm a sterilizovan stejnou
metodou jako piidni vzorky. Opadové sacky byly vlozeny do nadob s pidou tak, aby byly

substratem prekryty. Nasledné bylo do plidy piiddno Sml deionizované vody.

Me¢éteni probihalo po dobu 1100 dni. Interval mezi méfenimi byl jeden tyden,
pozdéji delsi. K vlastnimu méfeni dekomposice byla pouzita statickd respirometricka

metoda. Mnozstvi uvolnéného CO; bylo stanoveno titraéni metodou (Berg a Laskowski,
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2005). Uvolnény oxid uhli¢ity byl zpocatku absorbovan v 6 ml 0,5 M NaOH, postupné se
tento objem vzhledem ke klesajici respiraci jednotlivych vzorki snizoval az ke 3 ml 0,5 M
NaOH. Doba inkubace hydroxidu sodného v mikrokosmu byla jeden tyden. Pfiblizné
v poloving (570 dntl) a pted koncem (1000 dnt) celého méfeni byly do kazdého vzorku

pfidany 2ml deionizované vody.

Reakce oxidu uhli¢itého a hydroxidu sodného probiha podle néasledujici rovnice (1).

(1) 2 NaOH + CO, — Na,COs + H,0

Po uplynuti inkubaéni doby NaOH byl kaliSek vylit, a poté dvakrat vyplachnut
destilovanou vodou do kadinky. Absorbovany oxid uhli¢ity ve formé Na,COs byl pfeveden

na BaCOj za pridavku 2 ml 12,5 % roztoku BaCl, (2).

(2) Na,COs + BaCl, —BaCO; + 2 NaCl

Do roztoku bylo pfidano nékolik kapek fenolftaleinu, ktery slouzi jako indikéator
neutralizace. Titraci 0,05 M HCI (normovany faktor 10,38) bylo nasledné¢ urceno
nadbyte¢né mnozstvi NaOH (3). Titrace NaOH probihala do doby, nez fialova barva ptesla

ptes rtizovou a nasledné na prihlednou. Stejny postup byl vyuzit u slepého vzorku (blank).

(3) NaOH + HCl — NaCl + H20
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Faktor roztoku kyseliny chlorovodikové byl stanoven titraéni metodou zndmého
mnozstvi (0,2 g) tetraboritanu sodné¢ho (Na,B4O7) pouzitou HCI (4). Do roztoku byla jako
indikator pfidana methyloranz. Vznikly roztok byl titrovan do doby, nez se oranzova barva

zménila na tmavé oranZovou az ¢ervenou.

(4) Na2B4O7 +2HCI+5 H20 —2 NaCl +4 H3BO4

Vypocéet respirace:

P = (Xs — Xv) *» 6005 .mol

t
R respirace [ug C-CO; / h * microkosm™]
D (I spotteba HCI pfi titraci blanku[ ml]
XVt spotieba HCI pfi titraci vzorku[ml]
mol ............ presna koncentrace roztoku HCI [mol * I'']
6005 ......... koeficient piepoctu
t o doba inkubace [hod]

3.2.3. Stanoveni mikrobialni respirace vzhledem k dostupnému uhliku

Pro stanoveni respirace vzhledem k dostupnému uhliku byla vyuzita data z ¢lanku
Frouz et al. (2016). U sledovanych ptid bylo naméfeno mnozstvi dostupného uhliku. Pro
pudu pozdniho sukcesniho stadia (L) byla tato hodnota stanovena na hladiné 7,8 % C, pro
pudu rané¢ho sukcesniho stadia (E) byla tato hodnota 2,4 % C. Mnozstvi uhliku obsazeného
v pfidaném opadu Calamagrostis epigejos bylo stanoveno na 0,2 g C, tzn. 40 % uhliku

v opadu.
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Nasledn¢ bylo na zadklad¢ téchto hodnot vypolteno mnozstvi uhliku obsaZené
v jednotlivych mikrokosmech. Pro pidu L bez ptidavku opadu to bylo 3,12 g C, pro ptdu
L s ptidavkem opadu 3,32 g C. Puda E bez ptidavku opadu obsahovala 0,96 g C a piida s
jeho pridavkem 1,16 g C. Respirace vzhledem k dostupnému uhliku byla poté stanovena

vydélenim respirace métené piisluSnymi hodnotami dostupného uhliku.

3.2.4. Stanoveni uhliku mikrobialni biomasy

Pomoci fumigacni extrakéni metody je métfen pfimo uhlik mikrobidlni biomasy,
ktery je uvolnén z mikrobialnich bun¢k po fumigaci piidy v parach chloroformu (Vance et
al. 1987). Pudni vzorek je rozdélen do dvou c¢asti. Z prvni ¢asti jsou vyextrahovany
rozpustné uhlikaté latky, na druhou piisobi pary chloroformu (fumigace) a vlastni extrakce
rozpustnych uhlikatych latek je provadéna po fumigaci. Metoda je zalozena na rozdilu
hodnot fumigované pidy, kdy je mnavic uvolnén uhlik obsazeny v buikach
mikroorganismi, které uc¢inkem par chloroformu lyzuji a jejich obsah je uvolnén do

okolniho prostfedi, a hodnot nefumigované piidy.

Do 100 ml sérovek bylo navdzeno 5 g Cerstvé pudy pro kazdy vzorek v jednom
opakovani. Z treatmentli o 4 a vice opakovanich byly ndhodné vybrany 3 vzorky, u
ostatnich byly pouzity v§echny. Do poloviny sérovek bylo nalito 40 ml K,SO4 a vzorky
byly nasledné tfepany 45 minut na tfepacce. Po vytfepani byly vzorky zfiltrovany a
zaroven byl zfiltrovan i Cisty K,SOy4 jako slepy vzorek. Filtrat byl uchovan v plastovych

scintilacnich lahvickach o objemu 20ml a zmrazen az do doby analytické koncovky.

Druha polovina sérovek byla vlozena do exsikatoru se zvlhéenym filtracnim
papirem. Navrch byla poloZena miska s rozbitym laboratornim sklem a 50 ml chloroformu.

Exsikator byl zavien a za pomoci vyvévy byl vytvofen podtlak, ktery zapfi€inil snizeni
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teploty varu chloroformu. Vyvéva byla spusténa do doby, kdy z misky unikaly bublinky.
Poté byl kohout exsikatoru zavien a vzorky byly ponechany ptsobeni par chloroformu po
dobu 72 hodin. Po otevfeni byly sérovky vyjmuty z exsikéatoru, exsikator byl zbaven
filtra¢niho papiru a vytfen vlhkym ubrouskem. Sérovky byly protfepany a vraceny zpét do
exsikatoru, odkud byl posléze odsdvan vzduch. Tento proces byl opakovan do doby, nez
byly sérovky zbaveny zapachu chloroformu. Do sérovek bylo nalito 40 ml K,SO4 a byly
ttepany 45 minut na tfepacce. Po vytfepani byla suspenze zfiltrovana a zmraZena

v plastovych scintila¢nich lahvickach az do analytické koncovky.

Do erlenek o objemu 50 ml bylo nepipetovano 8 ml rozmrzlého filtratu. Zaroven
bylo do tii erlenek nepipetovdno 8ml slepého vzorku. Filtrat byl pfed pipetovanim
dikladné protiepan. Za pomoci davkovace bylo do erlenek pfidano 15 ml chromsirové
smési, roztok byl promichan a vloZen do suSarny ptedehiaté na 125 °C na 45 minut. Po
jedné hodiné€ chladnuti bylo do roztoku pfidano 8 kapek indikatoru fenantrolinu a roztok

byl posléze titrovan Mohrovou soli pfes zelenou aZ po oranzovou barvu.

Ke stanoveni faktoru Mohrovi soli byl pouzit roztok 1ml dvojchromanu draselného,
2,5 ml kyseliny sirové s 20ml destilované vody a 8 kapkami ferroin indikatoru. Tento
roztok byl titrovan Mohrovou soli ve tiech opakovanich. Ke stanoveni faktoru byla pouzita

primérnd hodnota spotieby Mohrovy soli.

Pro vypocet bylo nutno stanovit hmotnost suSiny. Bylo navazeno 5 g pudy kazdého
vzorku. Vzorky byly suSeny po dobu 24 hodin suSeny pfi teplot¢ 70 °C. Po vyjmuti ze

susarny byly vzorky vazeny na laboratornich vahach s pfesnosti na tisiciny gramu.
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Pouzité chemikalie

Roztok siranu draselného (K,SQy) — pfipraven z 87,14 g Cistého siranu rozpusténych v

1 1 destilované vody

Mohrova sil — pfipravena z 20 g siranu zeleznato-amonného (NH4)2(FeSOs),, 20 ml

H,S0O4, doplnéno destilovanou vodou do objemu 1 1.

Roztok dvojchromanu draselného (K,Cr,0;7) — piipraven z 19,615 g Cdistého

dvojchromanu rozpusténych v 1 1 destilované vody.
Chromsirova smés — roztok 500 ml H,SO4, 200 ml H;PO4 a 100 ml roztoku K>Cr,04

Vypocet uhliku mikrobialni biomasy:

(B - VNEFUM) * (8/F) * 0,15 * VEXTR 1000

CNEFUM Vi .
Coun = (B = Veym) * (8/F) * 0,15 * Vgxrg * 1000
Vuin *m
Cmic = (Crum-Cnerum) /Kec
B spotfeba Mohrovy soli na titraci slepého vzorku [ml]
VEUM «evvennen spotieba Mohrovy soli na fumigované vzorky [ml]
VNEFUM -+ ... spotieba Mohrovy soli na nefumigované vzorky [ml]
VEXTR «vvevvenn objem K,SO4 pouzitého pii extrakei uhliku [ml]
0,15 ............ faktor ptepoctu na mg C (1 ml 0,05 M Mohrovy soli odpovida 0,15 mg C)
1000 ........... piepocet zmg na pg C
VMIN eoveennene objem filtratu [ml]
101 ORI suchd hmotnost vzorku pouzitého pro extrakci (navazka * susina) [g]
kpcooooiiinannin konverzni faktor (0,38)
CMIC -+ eveenenn uhlik mikrobialni biomasy [ug C * g suché pidy]
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3.2.5. Stanoveni obsahu ergosterolu

Ergosterol je latkou obsazenou v bunéénych membrandch hub. Je produkovan
pouze zivymi mikroorganismy a po jejich uhynuti se velmi rychle rozkladd. Metoda
stanoveni je zaloZena na extrakci ergosterolu z pidy a ndsledné analyze na kapalinovém

chromatografu se spektrofotometrickou detekci.

Ur¢eni mnozstvi ergosterolu obsaZzeného v jednotlivych vzorcich probihalo
ptiblizné mésic po ukonceni méfeni respirace. Vzorky byly béhem této doby uchovany v

chladnicce pfi teploté 3 °C.

Ke stanoveni bylo pouzito 0,75 g ptidy kazdého vzorku. Vzorky byly navazeny do
vialek z ¢irého skla o objemu 8 ml a popsany permanentnim fixem. Poté byly ptidany 3 ml
10 % roztoku KOH v metanolu a zavickovany s pouzitim teflonového septa. Vzorky byly
na 90 minut vloZzeny do ultrazvukové lazné ptedehiaté na 70 °C a prvnich 15 minut
vystaveny ucinkim ultrazvuku. Teplota byla prib&zné kontrolovana. Po 90 minutach byly
vzorky vyjmuty z 14zné, a po jejich vychladnuti byl do vialek pfidan 1ml destilované vody
a 2 ml cyklohexanu. Vzorky byly protfepany na vertexu po dobu 30 sekund a poté vlozeny
do centrifugy nastavené na 3500 rpm, kde na né odstiediva sila ptisobila po dobu 5 minut,
coz vedlo k oddé€leni jednotlivych frakci. Supernatant (horni cyklohexanova faze) byl
odebréana pasteurovou pipetou do novych vialek o objemu 8 ml. K piivodnimu vzorku byly
pfidany 2 ml cyklohexanu a byl znovu tiepan po dobu 30 sekund ve vertexu a vlozen do
centrifugy za stejnych podminek na dobu 5 minut. Novy supernatant byl za pomoci
Pasteurovy pipety odebran a pfidan k prvnimu. Vzorky byly zamraZeny po dobu 48 hodin.
Po rozmrazeni byly vzorky odpateny v digestofi pod proudem N; o tlaku 0,1 Bar. Odparek
byl rozpustén v 1 ml metanolu a protfepan ve vertexu po dobu 30 sekund. Poté byly vzorky

vlozeny na 15 minut do vodni lazné€ o teploté 40 °C a néasledné protfepany ve vortexu na 30
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sekund. Cely objem byl nepipetovan do ependorfek o objemu 1,5 ml a vzorky byly vlozeny
do centrifugy nastavené na 6000 rpm na 3 minuty. Poté bylo odebrano 800 pl supernatantu

do vialek o objemu 2 ml a vialky byly zakrimpovany.

Pfed samotnou analyzou bylo nutno pfipravit kalibracni roztoky ergosterolu
v metanolu, podle kterych piistroj vypocital pfesné koncentrace ergosterolu. Vzorky byly
pfipraveny fedénim standardu o koncentraci 1000 ppm. Byly vytvofeny roztoky o

koncentraci 1, 2, 5, 10,15, 20, 50 a 100 ppm.

Samotné méfeni probihalo na pfistroji DIONEX ICS-5000.0bjem davkovani
vzorkil byl 1 Oul. Ergosterol byl detekovan UV detektorem pii 282 nm. Koncentrace
ergosterolu byla stanovena automaticky na zaklad¢ plochy peaku pomoci kalibra¢nich

kiivek standardu.

Vysledky bylo posléze nutno pfepocitat vzhledem k susing, jelikoz pii ptipraveé
vzorkl byla pouzita vlhka ptida. Pro pfepocet na skutecné hodnoty obsahu ergosterolu ve
vzorcich byla pouzita data ziskand béhem méfeni uhliku mikrobialni biomasy, respektive
hodnoty ziskané pti stanoveni podilu susiny ve vlhké pade (viz kapitola 3.2.4. Stanoveni
uhliku mikrobidlni biomasy). SkuteCny obsah ergosterolu v ppm pak byl ziskan
vynasobenim naméfenych hodnot ergosterolu s procentuelnim zastoupenim suSiny ve

vzorku.
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3.3. Statistické zpracovani dat

Ziskand data byla upravena v programu Microsoft Office Excel a nasledné
statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA 06. Pro vyhodnoceni homogennich
skupin a zji$téni, zda je mezi jednotlivymi treatmenty signifikantni rozdil byly pouZzity
metody One way ANOVA (jednocestnd analyza variance) a Repeated measurment
ANOVA (analyza variance opakovanych méfeni). Pro vyhodnoceni vzajemnych korelaci

jednotlivych parametrii byla pouZita metoda analyzy korela¢nich koeficienti.
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4. Vysledky

Tab. 1 znazornuje pocty zjisténych operacnich taxonomickych skupin jednotlivych
treatmenti a mnozstvi dostupného uhliku na mikrocosm. Srovnanim vzorkl s rozdilnym
fedénim inokulace je ziejmé, ze aplikace tohoto postupu nevedla k vys§i mikrobidlni
diversité u vzorkd s méné fedénym inokulem a niZ§i diversité u vzorka s fedénim vysSim.
Efekt fedéni mél tedy prokazatelny vliv pouze u vzorkti ELH a ELL. V tomto ptipad¢ tedy
miZeme hovofit spiSe o ndhodném efektu. Na samotny experiment vSak tento fakt nema
vyrazny vliv, jelikoZ nas zajima pfedevs§im samotna diversita a intenzita fedéni inokula je

podruzna.

Nejvyssi pocet OTU byl stanoven u pidy ELH. Tomuto poctu je blizkd hodnota u
pudy EEL. Nejnizsi poc¢et OTU byl stanoven u vzorku LLH, o néco vyssi u vzorku LLL.
Muzeme tedy konstatovat, ze pocet OTU byl vyssi u treatmentl zalozenych na substratu
pudy E, coz také odpovida vyrazné€ niz§imu mnozstvi dostupného uhliku v tomto substratu.
Mozny je i vliv pidniho pH, avSak vzhledem k bazickému prostiedi obou pid jeho

vyznamnost z hlediska diversity nepfedpokladame (tab. 1).

Tab. 1: Pocet OTU zjistenych u jednotlivych pudnich vzorkii, mnozstvi dostupného uhliku
v substratu pro jednotlivé treatmenty (g), pH piidy Prevzato a upraveno (Frouz et al.
2016).

Treatment | LLH | LLL | LEH | ELH | ELL | EEH | EEL
Pocet OTU 69 79 87 127 86 111 125
Dostupny 312 | 312 | 302 | 09 | 096 | 096 | 096
uhlik
PadnipH | 7,16 | 7,16 | 716 | 875 | 875 | 875 | 875
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Z obr. 3 je ziejmé, ze u vzorku s pfidavkem opadu doSlo béhem inicidlni faze
dekomposice k rapidnimu poklesu respirace oproti pocatku. Poté se pokles zpomalil. Mira
dekomposice se az na vyjimky pozvolna snizovala po cely zbytek méfeni. Vzestupné
tendence nasledované opétovnym poklesem miizeme sledovat v ¢ase 570 dnti a 1000 dn,

kdy byly vzorky hydratovany.
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Obr. 3: Pribeh prumérnych respiraci pud s pridavkem opadu Calamagrostis epigejos

béhem celé doby pokusu (ug C CO, * k™ * microkosm™).

Pomérné dobte patrnd je 1 vyssi mira dekomposice u vzorkd substratu L. Z této
skupiny nejvyraznéji vystupuje trend respirace treatmentu LLL-Cal. Respiracni kiivka

tohoto vzorku se béhem prvnich 200 dnli od ostatnich vyrazné neliSila. Po uplynuti této
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doby vsak doslo k rapidnimu nérlstu respirace oproti ostatnim vzorkim a tyto hodnoty se

na vysoké hlading udrzely i1 po cely zbytek méteni (viz obr. 3).
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Obr. 4: Pribéh primérnych respiraci pud bez pridaného opadu Calamagrostis epigejos

béhem celé doby pokusu (ug C CO, * b * microkosm™).

U piid bez pridavku opadu (obr. 4) neni pocatecni pokles respirace patrny, spise
muizeme pozorovat mirny vzestup. Vys§i hodnoty respirace mizeme opét sledovat u
vzorkil substratu L, ze kterych s velmi podobnym trendem jako v piedchozim piipade
vystupuje treatment LLL. Respirace se vSak pohybuji na nizsi hladin€¢ nez u treatmentti

s pridavkem opadu (obr. 3).
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Z obr. 5 je patrny vyrazny rozdil primérnych hodnot v dekomposicni mife vzorka
s ptfidavkem opadu béhem prvnich sedmi (inicidlni faze dekomposice) a po nich
nasledujicich sedmi métenich (pozdéjsi faze dekomposice). Jak jiz bylo naznaceno, vzorky
s pfidavkem opadu vykazuji vyS$i pramérnou hodnotu respirace v inicidlni fazi
dekomposice. Nejvyssi dekomposi¢ni rychlost vykazuji vzorky substratu L, a to jak
v inicialni fazi, tak ve fazi pozdé¢jsi. Dekomposiéni rychlost vzorku LLL-Cal se vSak
pohybuje na vyrazné nizsi hlading, nez kterd je patrnd z obr. 8. To souvisi se vzestupem

téchto hodnot az po delsi dobé (pfiblizn€ 200 dnt).
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Obr. 5: Hodnoty primérné respirace (ug C CO, * k™' * microkosm™) jednotlivych
treatmentil s pridavkem opadu v prvnich 51 dnech (inicidalni faze) a ndsledujicich 83 dnech
(pozdéjsi faze), smérodatna odchylka. Vysledky repeated measurement ANOVA. Pokud je
ANOVA pro typ pidy signifikantni, jsou uvedeny vysledky post hoc testu (LSD, p<0.05),

statistiky homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.
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Vzorky bez ptidavku opadu (obr. 6) sleduji trend opacny. Tedy vyssi primérnou

respiraci v pozd¢jsi fazi dekomposice. Odlisny je v tomto ohledu pouze vzorek LLL, u

kterého mizeme sledovat vyssi rychlost dekomposice v inicialni fazi, coZz by mohlo mit

urc¢itou souvislost 1 s jeho pozdé¢jsi vyssi aktivitou oproti ostatnim vzorkiim bez ptidavku

opadu (viz obr. 4).
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Obr. 6: Hodnoty primérné respirace (ug C CO, * k' * microkosm™) jednotlivych

treatmentii bez pridavku opadu v prvnich 51 dnech (inicidlni fdze) a ndsledujicich 83

dnech (pozdéjsi faze), smeérodatna odchylka. Vysledky repeated measurement ANOVA.

Pokud je ANOVA pro typ piidy signifikantni, jsou uvedeny vysledky post hoc testu (LSD,

p<0.05), statistiky homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.
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Vysledky méfeni mikrobidlni respirace vykazuji  signifikantni rozdily
v dekomposici. Tento trend plati jak u ptd bez ptidaného opadu Calamagrostis epigejos,

tak u pd ve kterych byl opad pfidan (viz obr. 7).

Obr. 7 znazornujici primerné respirace jednotlivych treatmentl se vyrazné€ odlisuje
od rozlozeni hodnot naméfenych pro mikrobidlni diversitu (viz tab. 1). Hodnoty priimérné
respirace vSak svym rozlozenim velmi dobfe odpovidaji hodnotdm sledovanym u obr. 8§,

ktery znazornuje primérné hodnoty uhliku mikrobialni biomasy.
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Obr. 7: Hodnoty prumérné respirace jednotlivych treatmentii s pridavkem opadu
Calamagrostis epigejos (Calamagrostis) a bez pridavku opadu (Substrate only) za celou
dobu pokusu (ug C CO; * k™" * microkosm™), smérodatnda odchylka. Vysledky repeated
measurement ANOVA. Pokud je ANOVA pro typ piidy signifikantni, jsou uvedeny vysledky
post hoc testu (LSD, p<0.05), statistiky homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi

pismeny.
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Obr. 8: Prumérné hodnoty uhliku mikrobidlni biomasy Cyyc na gram suché piidy u
Jednotlivich  treatmentii (ugC *g’) s pridavkem opadu Calamagrostis epigejos
(Calamagrostis) a bez pridavku opadu (Substrate only), smerodatna odchylka. Vysledky
one way ANOVA. Pokud je ANOVA pro typ pudy signifikantni, jsou uvedeny vysledky post

hoc testu (LSD, p<0.05), statistiky homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.

Nejvyssi primérna respirace (11,45 C CO,.h" .mikrokosm™) a zéroveii nejvyssi
hodnota mikrobialni biomasy na gram suché piidy (1599ug C. g"') byla naméfena u vzorku
LLL-Cal. Niz§i hodnoty byly naméfeny u vzorku LLH-Cal (7,59 pg C CO,h™.
mikrokosm™ a 774 pg C g™). Vzorky zaloZené na substratu E pak vykazuji hodnoty nizsi a
nepanuji mezi nimi tak vyrazné rozdily jako u vzorkl substratu L, avS§ak zavislost respirace

na mikrobidlni biomase je u nich téz patrna (viz obr. 7, obr. 8).

Podobny trend miZzeme sledovat u vzorkli bez ptidavku opadu. Zde byla nejvyssi

primérnd respirace 1 mikrobidlni biomasa nameéfena taktéz u vzorku LLL
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(8,46 pg C CO,.h™".mikrokosm™, 1133 pg C. g™). Nizké hodnoty respirace sledované u

pud substratu E také dobie odpovidaji métené mikrobidlni biomase (viz obr. 7; obr. 8).

Pokud mezi sebou porovname vzorky s pfidavkem a bez ptidavku opadu, vykazuji
vzorky s ptidavkem vyssi dekomposici 1 vyssi hodnoty uhliku mikrobidlni biomasy nez

vzorky bez jeho ptfidavku (viz obr. 7, obr. 8).

Z Obr. 9, na kterém je znazornéna primérnd respirace vztazend k dostupnému
uhliku, je na prvni pohled patrné, Ze se vyrazné lisi od vysledkt respirace, které k mnozstvi

dostupného uhliku vztazeny nebyly (viz obr. 7).
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Obr. 9: Hodnoty priimérné respirace jednotlivych treatmentii s pridavkem opadu
Calamagrostis epigejos (Calamagrostis) a bez pridavku opadu (Substrate only) za celou
dobu pokusu vztazené k mnozstvi dostupného uhliku Cd (C CO2 * k' * microkosm™ *gCd
"), smérodatna odchylka. Vysledky repeated measurement ANOVA. Pokud je ANOVA pro
typ pidy signifikantni, jsou uvedeny vysledky post hoc testu (LSD, p<0.05), statistiky

homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.
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Hodnoty respirace treatmentli zaloZenych na substratu E v tomto piipadé vyrazné
pfevySuji hodnoty treatmentli kultivovanych na ptidé L (obr. 9). Tento trend napovida
ur¢itému vztahu mezi respiraci vzhledem k dostupnému uhliku a mikrobialni diversitou

representovanou poctem OTU, kterd byla naméfena v jednotlivych treatmentech (viz tab.

1.

Vys§§i mikrobialni diversitu a zaroven i hodnoty respirace vzhledem k dostupnému
uhliku tedy mizeme pozorovat u vzorkl zalozenych na substratu pudy E. Ptikladem je
pida snejvyssi respiraci na gram dostupného uhliku EEH-Cal (5,25 C CO,. h'.
microkosm™. gCq”, pocet OTU 111), nebo také pida EEL-Cal (4,87 C CO, h'

microkosm™ gCq”', 125 OTU).

U treatmentl s pfidavkem opadu kultivovanych na substratu L byly pocty OTU
nizsi, coz také souhlasi s niz8i respiraci vztazené k dostupnému uhliku u téchto vzorkl

(viz obr. 9; tab. 1.).

Podobny trend vykazuji hodnoty stanovené u treatmentli bez ptidavku opadu (viz
obr. 9). PoCet OTU je u téchto vzorkl stejny jako v ptipadé vzorkl s jeho pridavkem,

jelikoz u obou skupin byly pouzity stejné pudy.

Na obr. 10 jsou zndzornény priimérné hodnoty obsahu ergosterolu v jednotlivych
treatmentech. Na prvni pohled je patrny vyrazn€ vysS$i obsah ergosterolu u treatmentl
kultivovanych na plidé L, oproti jeho obsahu v treatmentech piidy E. To napovida urcité
souvislosti s hodnotami primérné mikrobialni respirace za celou dobu méteni (viz obr. 7),

respektive mikrobidlni biomasy (obr. 8).

Obsah ergosterolu byl v ptidach s ptidavkem opadu nejvyssi ve vzorku LLL-Cal
(0,869 ppm), u které¢ho byla zaroveil naméfena nejvyssi mikrobidlni respirace i mikrobidlni

biomasa. U vzorkil bez ptidavku opadu byla nejvyssi hodnota sledovana u vzorku LLL
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(0,761 ppm), u kterého byla primérna respirace i mikrobidlni biomasa taktéZ vysoka.
Nizké hodnoty ergosterolu u vzorkl substratu E také pomérné dobie odpovidaji primérné

respiraci (viz obr. 7).
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Obr. 10: Prumérné hodnoty obsahu ergosterolu (ppm) u jednotlivych treatmentii s
pridavkem opadu Calamagrostis epigejos (Calamagrostis) a bez pridavku opadu
(Substrate only), smerodatna odchylka. Vysledky one way ANOVA. Pokud je ANOVA pro
typ pudy signifikantni, jsou uvedeny vysledky post hoc testu (LSD, p<0.05), statistiky

homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.

U pud bez ptidavku opadu je trend u treatmentd kultivovanych na substratu L velmi
podobny jako u piid sjeho pridavkem. Avsak u pid E byly zaznamendny hodnoty
ergosterolu na neméfitelné hladin€ (viz obr. 10), coz odpovida i nizkym hodnotdm

mikrobidlni respirace za celou dobu méteni (obr. 7).
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Analyza korela¢nich koeficientl (tab. 2) mezi parametry jednotlivych ptd ukazala,
ze mikrobidlni respirace na cely microkosmos koreluje s mikrobidlni biomasou a obsahem
ergosterolu, je téz zvySovédna piidavkem opadu. Naproti tomu bakteridlni diversita
vyjadiend poctem OTU koreluje s mikrobialni respiraci negativné. To miZe souviset
s negativni korelaci mezi poctem bakteridlnich OTU a biomasou, respektive obsahem
ergosterolu.

Tab. 2: Regresni koeficienty parametru jednotlivych piid. Pridavek opadu byl kodovan

Jjako 0 (bez pridavku opadu) nebo 1 (s pridavkem opadu), stari plochy pak jako 1 (mladsi

plocha) a 2 (starsi plocha). Jsou zobrazeny pouze statisticky vyznamné korelacni

koeficienty p<0.05.
it | M el Mikrobialni| Cyna Pocet
. respirace na | Ergosterol ; .
respirace oC biomasa | microkosm OTU
Ergosterol 0.759 - - - - -
R (565 ] 0.780 ] ] ]
biomasa
(G 0.594 -0.554 0.880 0.592 ] ]
microkosm
Pocet OTU -0.390 0.505 -0.632 -0.361 -0.762 -
AT 0.637 0.520 0.378 0.566 i i
opadu
Stati plochy 0.537 -0.609 0.850 0.542 0.995 -0.765
Stari substratu
2910 0.628 ] 0.633 0.635 0.649 -0.538
bylo ziskano
inokulum

Podivame-li se vSak na respiraci pfepoctenou na dostupny uhlik v microkosmu, pak
pocet OTU a ptidavek opadu koreluje s respiraci pozitivné, zatimco mnozstvi uhliku a stafi
plochy negativné. Korela¢ni koeficient mezi respiraci a mikrobidlni biomasou neni v tomto

piipadé statisticky vyznamny.
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5. Diskuse

5.1. Vztah diversity, respirace a biomasy mikrobidlniho spole¢enstva

S rostouci diversitou se mikrobialni respirace na cely mikrokosmos snizuje a
naopak, jak ukazuje negativni korelace mezi respiraci a poctem OTU (tab. 2). K podobnym
zavérim dosli 1 Zhang a Zhang (2016). Ve svém mésic trvajicim experimentu, kde taktéz
vyuzili respirace mikrokosmi a sledovani poctu OTU, dosli k zavéru, Ze ztrata mikrobidlni
diversity vede k vy$s$i mife dekomposice.Mira respirace pak mulze byt fizena biomasou

mikrobidlniho spolecenstva, respektive mnozstvim ergosterolu (viz nize).

Velmi Uzky vztah mezi respiraci a mikrobidlni biomasou, ktery je patrny jak
z porovnani hodnot obr. 7 a obr. 8, tak z vysledkl analyzy korelacnich koeficienti (96,5 %
vysvétlené variability), souhlasi s ¢asti hypotézy, kterd tvrdi, ze vy$s§i miru dekomposice
vykazuji pudy s vyssi mikrobidlni biomasou. Colman a Schimel (2013), kteti sledovali mj.
miru respirace na pudach srozdilnou vegetaci (louky, pastviny, kioviny, jehlicnaté a
listnaté lesy), prokazaly podobnou zavislost mezi mirou respirace a mikrobialni biomasou
(61% wvysvétlené variability). Podobny vztah respirace a mikrobidlni biomasy byl
prezentovan také v dalSich publikacich (Spohn a Chodak, 2015; Shi a Marschner, 2014;

Susyan et al.,, 2011).

Byla podloZena 1 posledni ¢ast hypotézy uvazujici limitaci uhlikem, kterd se
projevila pozitivni zavislosti respirace prepoctené k dostupnému uhliku na mikrobidlni
diversit¢ (viz tab. 2). Vliv mikrobidlni biomasy nebyl vtomto piipad€ statisticky
vyznamny (21 % vysvétlené variability). Po pfepoctu naméfenych hodnot respirace na

mnozstvi dostupného uhliku doslo k vétSimu zvyseni respirace mikrokosmt kultivovanych
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na pudé E svySSi mikrobidlni diversitou, oproti vzorkiim zaloZzenych na piadé L

s diversitou nizsi (tab. 1; obr. 9).

Spojitost mezi mnozstvim dostupného uhliku a mikrobidlni diversitou je
prezentovana ve studii Luo a Gu (2016). Jejich vysledky vykazuji negativni korelaci mezi
mnozstvim dostupného uhliku a mikrobidlni diversitou. Po zvySeni dostupnosti uhliku
doSlo k vyraznému poklesu mikrobidlni diversity. Vys$si diversitu tedy mizeme podle
tohoto modelu oc¢ekavat u pad, které jsou vice limitovany uhlikem, coz souvisi i s trendem
vyS$$i miry respirace vzhledem k dostupnému uhliku u pid, u kterych byl naméfen vyssi

pocet OTU (viz tab. 1; obr. 9).

Studie Cleveland a Liptzin (2007) navzdory vysoké heterogenité podminek
v jednotlivych pidnich systémech prokdzala, Zze mnozstvi mikrobidlni biomasy velmi
dobte odpovida stechiometrickému poméru C:N:P. Tuto hypotézu podporuji i dalsi studie
(Manzoni et al.,, 2010; Hartman a Richardson, 2013). To castecné odpovidd pomérné
vyrovnanym hodnotdm mikrobidlni biomasy, respektive mikrobidlni respirace, které byly
sledovany u substratu pidy E. Nevysvétluje to vSak vysokou heterogenitu téchto hodnot
pozorovanou u substratu pidy L. Vzhledem k tomu, ze jedinym faktorem, ktery od sebe
odliSoval plidy zaloZené na stejném substratu (pokud neuvazujeme vliv latek vyluhovanych

v inokulatu), byla by rozdilna mikrobialni diversita také moznym vysvétlenim.

Nase hypotéza castecné podporuje model Schimel a Weintraub (2003), ktery
pfedpoklada, Ze mira dekomposice je do jisté miry zavisla na kompetici o zdroje, pfiCemz

vztah miry dekomposice a dostupnosti uhliku neni lineéarni.

Domnivame se tedy, Ze pokud neni plida limitovana uhlikem, dojde k velkému
ristu biomasy mikrobidlniho spolecenstva, uplatni se druhy s rychlou strategii ristu, které
vSak nemusi maximalné u¢inné vyuzivat dostupné zdroje.
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Pak tedy nebude mikrobidlni respirace imérné navySena mnozstvim dostupného
uhliku a dojde také k potlaceni vlivu mikrobidlni diversity. VyS$$i mikrobialni diversita
totiz souvisi s vetsi riznorodosti enzymatického aparatu jako celku, ktery je tak schopen
vice vyuZzivat dostupné zdroje. Tento efekt je vSak za téchto podminek upozadén. Na
druhou stranu nedostatecny pfisun dostupného uhliku vede k nutnosti maximalniho
mozného vyuziti zdroji. Pak bude mikrobidlni respirace vysS$i u spolecenstev

s riiznorod¢j$im enzymatickym aparatem.

To také vysvétluje, pro¢ jsou hodnoty mikrobidlni diversity vys$si na méné€ vyvinuté

pude nez na pude¢ starsi, vice vyvinuté (tab. 1).

Je to tim, Ze mensi dostupnost zdrojii vede k nizsi schopnosti dominantnich druha
vytlacit z plidni niky stres tolerujici mikroorganismy. Naopak pfi zvySovani dostupnosti
zdrojii dojde k vysokému nariistu biomasy dominantnich mikroorganismt, ptizptisobenych
podminkdm odpovidajicim dobré dostupnosti Zivin. Ty pak vyrazné pfevazi nad druhy,
které jsou v tomto prostfedi méné uspésné, a nakonec dojde k jejich Uplnému vytlaceni.
Niz§i mikrobidlni diversita byla totiz sledovdna u substratu star§iho sukcesniho stadia
s v&tsim mnoZstvim dostupného uhliku a vyrazn€ vyssi u substratu mladSiho, ktery byl
uhlikem vice limitovan (viz tab. 1). K podobnému vysvétleni se piiklani i Fontaine et al.

(2003).
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5.2. Vztah ergosterolu s mikrobialni respiraci a mikrobialni

biomasou

Nase vysledky ukazuji, Ze primérné hodnoty obsahu ergosterolu vykazovaly
signifikantni odliSnost. Zavislost obsahu ergosterolu na mnozstvi houbové biomasy byla
sledovéna ve studii Montgomery et al. (2000). Vysledky potvrdily, Ze obsah ergosterolu je
dobrym prediktorem zijici houbové biomasy (Montgomery et al., 2000). Podobné vysledky

jsou prezentovany i v dalSich publikacich (Grant a West, 1986; Davis a Lamar, 1992;

Porep et al., 2014).

Mnozstvi houbové biomasy v padé zavisi na mnoha faktorech, jako je napf.
vlhkost, teplota, a zejména pak na pfisunu odumielé rostlinné hmoty ve form¢ opadu.
Rostlinny opad totiz obsahuje velké mnozstvi ligninu, k jehoz rozkladu jsou n€které houby
velmi dobte vybaveny (Sanchez, 2009; Berg a McClaugherty, 2006). Tato zjisténi souhlasi
s pozitivni korelaci ergosterolu s pfidavkem opadu. Souhlasi také s vysokym koeficientem
korelace (viz tab. 2), ktery ergosterol vykazuje se stafim substratu, respektive plochy, ze
které byla piida odebrana. Vegetacni pokryv u plochy star§iho sukcesniho stadia (L) byl
totiz vyrazné hustsi nez na plose mladé (E), coz jist¢ vedlo k vy$§imu pfisunu opadu do
pudy starsi. Nerozlozené zbytky opadu se pak projevily podobné jako jeho vySe zminény

ptidavek.

Platnost ¢asti hypotézy piedpokladajici vy$si dekomposi¢ni rychlost u vzorkl
s vy$sim obsahem ergosterolu podklada positivni korelacni koeficient mezi ergosterolem a
respiraci (76 % vysvétlené variability). Pomémé dobfe je tento vztah také patrny
z vysledkll skupiny vzorkii odliSného substratu (obr. 7; obr. 10), kde mizeme sledovat
vysoké respirace a zarovenn vysoké hodnoty ergosterolu u vzorkii substratu L a oproti nim
tyto hodnoty pro substrat E vyrazné niZzsi.
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U vzorkl kultivovanych na ptidé E bez ptidavku opadu vysledky poukazuji na
nemcétitelné hodnoty houbové biomasy, ackoli miizeme s jistotou konstatovat, Ze vzhledem
k pouziti stejného inokula musely byt houbové mikroorganismy ve vzorcich piitomny.
Meéfeni respirace vSak probihalo po velmi dlouhou dobu a je tedy mozné, Ze absence opadu
zpusobila uplné vytlaceni houbovych mikroorganismii, které nebyly schopny v daném
prostiedi konkurovat bakteriim. O tom svéd¢i 1 to, ze ve stejnych vzorcich s pridavkem
opadu ergosterol detekovan byl. Tyto skute¢nosti podporuji ¢ast hypotézy, kterd
pfedpokladad vys$si hodnoty ergosterolu u vzorkl s pfidavkem opadu oproti vzorkiim, kde

nebyl opad ptidan.

Velmi vyrazné se projevil vzorek LLL, a to jak s pfidavkem, tak bez ptidavku
opadu. Trend pocinajici u téchto vzorkli v ¢ase 200 dni (viz obr. 3; obr. 4) by mohl byt
vysvétlen vysokym narGstem houbové biomasy. V tomto pfipadé mohla hrat vyznamnou
roli vlhkost. Suché prostfedi totiz mize meénit sloZeni mikrobidlni komunity, pfiCemz
houby jsou k suchu tolerantnéjsi nez bakterie (Hendrix et al., 1986). Vzhledem k dlouhé
dobé meéfeni a vysokému poctu jednotlivych manipulaci se vzorky, dochazelo
k postupnému ubytku vlhkosti v plidnich mikrokosmech. Mohlo pak nastat takové snizeni
dostupnosti vody, pii které mikrobidlni spole¢enstvo bakterii nebylo schopno konkurovat
houbam. Tuto domnénku podporuji i dalsi studie (Ouahmane et al., 2006; Al-Karaki et al.,
2004). Po navyseni vlhkosti, a tedy 1 navraceni pidy do pivodniho stavu, bychom mohli
ocekavat, ze dojde ke zpétnému snizeni aktivity, coz ale patrné nebylo (viz obr. 3; obr. 4).
Moznym vysvétlenim by bylo, Ze se diversita a pomér mezi jednotlivymi druhy zménily
natolik, Ze ndvrat do plvodniho stavu nebyl moZzny a z hlediska vyuziti energie ani

vyhodny.
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Dalsi vysvétleni vysokych hodnot dekomposice u pid LLL by mohly ptinést
vysledky Rousk et al. (2010). Ty poukazuji na moznost, Ze v piipadé¢ oslabeni
bakterialniho spolecenstva v ptidach s pH >7, miiZze dojit k vyraznému nariistu houbovych
mikroorganismi. Témto podminkdm vyhovuje jak pH vyS$si nez 7 sledované na naSich
pudach (viz tab. 1), tak i1 zasah do diversity spolecenstva. Sporny je vSak fakt, ze lokalni
diversita by méla byt vyssi u bakterii nezZ u hub (Urbanova et al., 2015), a tudiz bychom
mohli vzhledem k fedéni inokulace cekat spiSe oslabeni diversity houbového spolecenstva.
To je jest€¢ umocnéno zavéry, ze v bazickych podminkach maji urcitou vyhodu bakteridlni
organismy, zatimco houby dominuji hlavné v kyselej$im prostiedi (De Boer et al., 2005;

Caldwell, 2005).

Pozitivni korelace mezi ergosterolem a mikrobidlni biomasou (78% vysvétlené
variability) odpovida tvrzeni, Ze mnozstvi biomasy hub a celkové mikrobialni biomasy
bude vykazovat vyraznou zavislost. OdliSnym zavérim, které vychazeji z vyrazné
rozdilného poméru bakteridlni a houbové biomasy mezi jednotlivymi vzorky, napovida
studie Frouz et al. (2016) Zde byly pouzity totozné pidni vzorky. Cilem tohoto
experimentu bylo ale mj. sledovani zmén v mikrobidlnim spolecenstvu za ptispévku
rostlin, které byly na ptidach kultivovany. Kofeny rostlin do mikrobidlniho spolecenstva
Lpumpuji“ velké mnozstvi dobfe dostupné energie v podobé kofenovych exsudati a
energeticky tak pfispivaji predevSim mykorhiznim houbdm, ale 1 ostatnim
mikroorganismiim (Bonkowski et al, 2000; Berg a Smalla, 2009). V takto odliSném
prostiedi tedy miZeme ocekéavat rozdilny pomér mezi houbovou a bakteridlni biomasou.
V podminkéch naseho experimentu byl vliv rostlin vyloucen. Je tedy moZné, Ze postupem
casu doslo k jeho urCitému vyrovnani tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi dekomposi¢ni

rychlosti, coz naznacuje i studie Lv et al. (2015).
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Diulezit¢ je zminit, Ze tato domnénka neni v konfliktu s vlivem mikrobidlni
diversity na rozdilnou respiraci. Nebere totiz v ivahu druhové slozeni mikrobialniho
spoleCenstva, jak by se mohlo zdat, ale pouze urcity pomér biomasy hub a bakterii.
Vysledky studii uvadéji v platnost hypotézu rizné rychlosti dekomposice u rozdilnych
mikroorganismi stejného taxonomického zatazeni (Lv et al., 2013; Zimmerman, 1990;
Geib et al., 2008). Pokud by se tedy pomér vSech pfitomnych skupin mikroorganismu
vyrovnal na naprosto stejné hlading, ptida by vzhledem k rozdilnému druhovému slozeni
stale vykazovala odliSnou bazélni respiraci. Naopak bylo poukdzdno na mozné nahrazeni
jedné skupiny mikroorganismu jinou. Naptiklad v nékterych ptipadech mohou roli piidnich
hub na dekomposici SOM prevzit aktinomycety i dal$i mikroorganismy (Helfrich et al.,
2015; Geib et al., 2008). Tato skutecnost by pak mohla vliv mikrobidlni diversity na
dekomposici organické hmoty do urcit¢é miry oslabovat. K podobnym projeviim vsak
dochézi Casto v ptipadé urcitého naruSeni. To vede k umélému vytladeni konkuren¢né
zdatného druhu, jehoZ funkce je poté substituovana druhem jinym, ktery by za normalnich
podminek nebyl schopen vytlacenému druhu vdané nice konkurovat (Berg a

McClaugherty, 2006).

5.3. Vliv pridavku opadu a vody na prubéh respirace

Je vSeobecné uzndvano, Ze nizkd dostupnost uhliku omezuje tok energie
prochazejici skrze pidni mikrobidlni spoleenstvo, a tim i rychlost mineralizace ptidni
organické hmoty (Fontaine et al., 2003). Narazovy ucinek zvyseni podilu cerstvé SOM ma
za nasledek prudké zvySeni mikrobialni aktivity spojené s vySsi mirou dekomposice
(Fontaine et al., 2000). S postupnym vycerpavanim zivin, které je Casto velmi rychlé,
dochézi k prudkému poklesu biomasy mikrobidlniho spolecenstva a s tim i k vyraznému

snizeni dekomposice. Tento jev také oznacovany jako ,,priming effect” je predmétem fady
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studii (Kuzyakov, 2002; Hamer a Marschner, 2005; Bertrand et al., 2010; Cheng et al,,
2014), avsak jeho mechanismy jsou stile pomérné Spatn¢ vysvétleny (Kuzyakov et al.,

2000; Luo et al., 2016).

Nase hypotéza predpokladala priming efekt v pocatecni fazi dekomposice u vzorkl
s ptidavkem opadu. Kontrolnimi vzorky, kde nemél byt tento projev sledovan, byly pady

bez ptidavku opadu.

Platnost hypotézy podklada pribéh respirace u vzorki s ptidavkem opadu (viz obr.
3). U vzorki bez pfitomnosti opadu je pak zietelnd absence priming efektu (viz obr. 4). To
je dobfe patrné i ze srovnani primérnych respiraci obou skupin vzorkit béhem prvnich
sedmi a po nich nésledujicich sedmi méfenich (obr. 5; obr. 6). Zde je prikazné, ze vzorky
s ptidavkem opadu sleduji v inicidlni fazi vyrazné vyssi primérnou dekomposi¢ni rychlost

nez pozdéji.

U vzorkl, kde nebyl opad pfitomen, pozorujeme vysS$i primérnou respiraci
v pozdé&jsi fazi dekomposice. Moznou odpovédi je pravé nepifitomnost opadu a zarovei
s tim 1 dobfe dostupnych zivin. To by odpovidalo teorii opozdéného naristu mikrobidlni
biomasy oproti vzorkiim, kde jsou Ziviny dostupnéjsi (Blagodatsky et al., 2000; Yates a

Smotzer, 2007; Blagodatskaya et al., 2014).

Respirace mikrobialniho spolecenstva je siln€ ovlivnéna dostupnosti vody (Verhoef
et al., 1996). K jak velkému zvySeni mikrobidlni respirace dojde s rostouci pudni vlhkosti,

je zavislé na abiotickych 1 biotickych faktorech, pfedevsim teploté (Wang et al., 2014).

V nasem experimentu nebyla teplota sledovdna. Nechceme tedy nijak kvantifikovat
zavislost rustu teploty, vlhkosti a mikrobidlni respirace. Zajimd nas pouze to, zda mél

pfidavek vody po delSi dobé bez zavlazeni na miru dekomposice patrny vliv. K tomu
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dobfe postaci trendy sledované na kiivkach respirace (obr. 3, obr. 4). Zasadnim momentem
byl v tomto ohledu ptidavek vody v ¢ase 570 dnti. Pro kontrolu byla ptida zavlazena v Case

ptiblizn€ 1000 dnt.

Pted prvnim zavlaZenim sledujeme u obou grafii vicemén¢ klesajici tendenci, ktera
je lépe patrnd u vzorkl s pfidavkem opadu (viz obr. 3). Po zavlazeni substratu doslo
k vyraznému nartstu dekomposicni rychlosti, kterd u vzorkii bez ptidavku opadu dosahla
svého vrcholu pfiblizné za 40 dni. U vzorkl s opadem sledujeme vrchol ptiblizné o mésic
pozdéji. Poté dochézi k postupnému poklesu mikrobidlni aktivity. Pokud zanedbame mirné
odchylky, mizeme také sledovat o néco vétsi zpozdéni a zéroven 1 vySSi nartst

dekomposice u ptid LLL (obr. 3; obr. 4).

U kontrolniho zavlazeni (1000 dnti) bylo zvySeni dekomposi¢ni rychlosti také
patrné, ackoli vzestup nebyl tak razantni, coz by mohlo souviset s postupnym sniZovanim

dostupnych Zivin.

Tyto vysledky nas piivadi k myslence, Ze intenzita a délka odpovédi dekomposiéni
rychlosti na ptidavek nebo ubytek vody by se mohla li§it v zavislosti na biomase
mikrobidlniho spolecenstva, respektive na jeho funkénim (déleni dle zdroji energie) a
druhovém slozeni (mikrobialni diversita). To by odpovidalo velmi odlisSnym reakcim
dekomposice na ptidavek ¢i nedostatek vody, které byly sledovany na odliSnych plidach
v riznych oblastech celého svéta (Nikolova et al., 2009; Sotta et al., 2007; Cleveland et al.,

2010; Wang et al., 2014; Liua et al., 2016).
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6. Zavéry

(1) Rozhodujicim faktorem zavislosti dekomposice na diversit¢ mikrobidlniho
spoleCenstva je limitace dostupnym uhlikem. Pokud uhlik neni limitujici,
dekomposi¢ni rychlost se svyssi diversitou snizuje a soucasn¢ pievlada
kvantitativni vliv mikrobialni biomasy. V pfipad¢ limitace uhlikem se projevuje
zavislost dekomposice na mikrobidlni diversité, a vliv mikrobidlni biomasy pak

nehraje vyznamnou roli.

(2) Dekomposice probihd rychleji u vzorkli s vétSim mnoZstvim houbové biomasy,
kterd je reprezentovana obsazenym ergosterolem. MnoZstvi houbové biomasy je
zavislé na vstupu opadu a zaroven na stafi rekultivované plochy, které s mnozstvim
opadu za naSich podminek tzce souvisi. Vztah mikrobidlni a houbové biomasy je

v danych podminkdach siln¢ zavisly.

(3) U pid s ptidavkem opadu byl prokézan priming efekt zplisobeny jeho pocatecnim
pfidavkem, coZz potvrdil pribéh respiracni kiivky. U kontrolniho vzorku bez
pfidavku opadu tato zéavislost sledovana nebyla. Vliv pfidavku vody na zvySeni

mikrobidlni aktivity byl taktéZ potvrzen.
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