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Abstrakt

Je znamo, ze sloZzeni vegetace muze mit vliv na slozeni spoleCenstev bakterii.
V ekosystému maji bakterie mnoho funkci, ptisobi jako symbionti kotentl, podileji se také na
rozkladu rostlinné biomasy. Dale mohou byt ovlivnény ptidni chemii, ale také rostlinnymi
exsudaty. Nekteré rostliny produkuji cilené exsudaty, které ptitahuji specifické bakterie na
jejich koteny. Bakterie s rostlinami Casto asociuji, ale vliv rostlin na diverzitu a slozeni
bakteridlnich spolecenstev je stile nedostatecné prozkoumany. Cilem této prace bylo popsat
vztah mezi diverzitou a sloZzenim spolecenstev bakterii a diverzitou vegetace v lu¢nim a lesnim
ekosystému a identifikovat dalsi faktory, které bakterialni spolecenstva ovliviiuji. Jako studijni
oblasti byly vybrany plochy s gradientem diverzity vegetace v NPR Certoryje a NP Sumava.
Predpokladala jsem, Ze diverzita bakteridlnich spoleCenstev se zvySuje s rostouci diverzitou
rostlin. Slozeni bakterialnich spolecenstev bylo charakterizovano sekvenovanim 16S rRNA.
Slozeni vegetace bylo uréeno pomoci botanickych snimki i pomoci molekularnich markert
trnL. V luénim ekosystému existoval pozitivni vztah mezi rostlinnou a bakterialni diverzitou
pouze v nadzemnich Castech rostlin. V nadzemnich castech rostlin bylo slozeni bakteridlniho
spolecenstva nejvice ovlivnéno faktorem prostoru a vegetace, v kofenech chemismem ptdy,
v pud¢ faktorem prostoru a chemismem piidy. V lesnim ekosystému byl vztah mezi rostlinnou
a bakterialni diverzitou pozitivni ve vSech studovanych habitatech - v opadu, v kofenech i v
pudé. Vegetace, chemie prostfedi i prostorova lokalizace vzorkl byly identifikovany jako
vyznamné faktory ovliviiujici slozeni bakterialniho spolecenstva v ptidé a v opadu. V kotenech
se zda byt nejvyznamnéjSim faktorem sloZeni vegetace. Tato diplomovéa prace by méla pfispét
k porozuméni vztahu mezi diverzitou vegetace a diverzitou a sloZzenim bakteridlnich

spole€enstev v luénim a lesnim ekosystému.

Kli¢ova slova: diverzita, sloZeni spolecCenstva bakterii, lucni ekosystém, lesni ekosystém,

puda, opad, kotfeny, nadzemni ¢4sti rostlin



Abstract

Vegetation is known to influence the composition of microbial communities. Bacteria can
act as roots symbionts or be involved in the decomposition of plant biomass. They can be
influenced by soil chemistry but also by plant exudates. Some plants produce targeted exudates
to attract specific bacteria to their roots. Bacteria associate with plants frequently but the effect
of plant diversity on bacterial communities on their roots and in the surrounding soil remains
unclear. The aim of this work was to describe the relationship between the diversity and
community composition of bacteria and the diversity of vegetation in forest and grassland
ecosystems. The study areas were selected to represent a gradient of vegetation in Bohemian
Forest NP and in White Carpathian flowery grasslands. I hypothesized that the diversity and
evenness of bacterial community increase with increasing plant diversity. The composition of
bacterial community was characterized by 16S rRNA sequencing. The composition of
vegetation was determined by phytocenological relevées and by molecular markers #nL. In
grassland ecosystem, there was a positive relationship between plant and bacterial diversity
only in shoots. The space and vegetation were identified as an important drivers of bacterial
community composition in shoots. The soil chemistry was another significant driver of bacterial
community composition in roots and soil, the community in soil was further affected also by
space. In forest ecosystem, the relationship between plant and bacterial diversity was positive
in all habitats - in litter, roots and soil. Vegetation, chemistry and spatial location were identified
as important drivers affecting the bacterial community composition in soil and litter. The
composition of vegetation seems to be the most important in roots. This thesis should contribute
to the understanding of the relationships between diversity of vegetation and diversity and the

composition of bacterial communities in grassland and forest ecosystems.

Key words: diversity, bacterial community composition, grassland ecosystem, forest
ecosystem, soil, litter, roots, shoots
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1 Uvod

Bakterie hraji v ekosystému dulezitou roli nejenom v biogeochemickych cyklech
(Mooshammer et al., 2014; Van Der Heijden et al., 2008), také tidi pidni procesy jako je
rozklad organické hmoty, mineralizace, v€etné procesii spojenych s uvoliiovanim sklenikovych
plynii typu oxidu uhli¢itého (CO»), oxidu dusného (N>O) a metanu (CH4) do atmosféry (Kolb,
2009; Thomson et al., 2012). Co vice, ne¢které ptdni bakterie podporuji rist a produktivitu
rostlin.

Lesni i lu¢ni ekosystémy reprezentuji vysoce dynamické a komplexni ekosystémy.
Bakterialni spolecenstva zijici v téchto ekosystémech jsou ovlivnéna Sirokou Skéalou biotickych
1 abiotickych faktort. Jednim z hlavnich faktor jsou chemické vlastnosti daného prostiedi
(pudy, opadu, kotentl,...) zejména obsah uhliku, dusiku, obsah organické hmoty v pudé, také
obsah dalsich zivin a pH prostiedi (Fierer a Jackson, 2006; Lauber et al., 2008; Rousk et al.,
2010). Bylo potvrzeno, ze pH prostiedi je jednim z nejvyznamnéjSich faktort ovliviiujicich
sloZeni bakteridlniho spolecenstva (Lauber ef al., 2008). Slozeni vegetace a jeji aktivita jsou
potom druhym typem faktorti, které ovliviiuji mikrobialni spolecenstva (Prescott a Grayston,
2013; Tedersoo et al., 2016; Urbanova et al., 2015). Pasobeni téchto parametri je dale
doprovazeno ndhodnymi G¢inky na uspofddani mikrobidlnich spolecenstev (Bahram et al.,
2016).

Nejenom obsah piidnich zZivin, také fyzikalné€ - chemické vlastnosti pidy (Gibbons et al.,
2017; Snajdr et al., 2013) jsou v ekosystému moderovany prostiednictvim rostlinnych
spolecenstev. Soucasné se piedpoklada, Ze diverzita rostlinnych spolecenstev podpoii diverzitu
mikrobl napt. produkeci riiznych kotfenovych exsudati (Millard a Singh, 2010; Wardle, 2006).
Rostlinné exsudaty timto mechanismem modeluji mikrobidlni spolecenstva. Celkové rostliny
vypoustéji az 20% fixovaného uhliku a 15% dusiku (el Zahar Haichar et al., 2016; Venturi a
Keel, 2016), coz zahrnuje fadu jednoduchych molekul, jako jsou cukry, organické kyseliny a
sekundarni metabolity, stejné jako komplexni polymery. Ackoli kazda rostlina produkuje
exsudaty, mnozstvi a slozeni téchto kofenovych exsudatl se Casto lisi. Za prvé, vyluovani je
definovano genotypem hostitele (Monchgesang et al., 2016). Za druhé, exsudace se méni s
vyvojovym stupném rostlin (Chaparro ef al., 2013). Za tfeti, exsudace je ovlivnéna abiotickymi
stresy (Carvalhais et al., 2013). Tyto odliSnosti exsudace jsou komplexnim mechanismem,
kterym rostliny mohou modulovat svoje interakce s mikroby.

Specifické podskupiny mikroorganismi jsou schopné shromazdit se do spolecenstev

asociovanych s rostlinami, coz ovliviiuje zdravi hostitele a je dilezité i pro samotny rostlinny



mikrobiom. Zatimco existuje velké spektrum rostlinnych fenotypli vyvolanych mikroby,
¢lenové mikrobidlnich spolecenstev maji prospéch z zivotnich podminek, které jim rostliny
poskytuji. Nedavné pokroky v technologiich moderni molekularni biologie (metagenomika,
metatranskriptomika,...) nadm déavaji schopnost identifikovat a piifadit funkce i
mikroorganismim, které obyvaji jak nadzemni, tak podzemni rostlinné tkané a je obtizné je
studovat béznymi pfistupy klasické mikrobiologie. Zacindme odhalovat molekularni
mechanismy sestavovani mikrobiomu a ¢innosti, které pfispivaji k celkovému zdravi rostlin

nejen na urovni jednotlivych organismt, ale i na Grovni spoleCenstva (Lebeis, 2015)



2 Prehled literatury

2.1 Vztah mezi rostlinami a mikroorganismy

Mikroorganismy maji nezastupitelnou roli ve fungovani terestrickych ekosystémd.
Obyvaji nejriiznéjsi prostredi, kde spolu s makroorganismy vyrazné napomaéhaji fungovani
ekosystému (Baldrian, 2017). Obecné je odhadovano, ze nejméne 20 000 rostlinnych druhii
vyzaduje pro svij rast nebo preziti mutualisticky vztah s plidnimi organismy (Van Der Heijden
et al., 2008), v kontrastu s tim existuji ale také patogenni mikroorganismy, které hraji roli v
koexistenci urcitych rostlinnych druhti (Bagchi et al., 2014).

Pfitomnost mikroorganismii v ekosystému neni omezena pouze na pudni prostredi.
Nejriznéj$i mikroorganismy (symbiotické, patogenni, mutualistické) osidluji rizné habitaty,
véetné napi. kofent rostlin a nadzemnich rostlinnych tkani (Baldrian, 2017).

Vzhledem k uloze cévnatych rostlin jako dominantnich primarnich producentt
v ekosystému je velmi dillezity rostlinny mikrobiom (Lebeis, 2015). Za habitaty souvisejici
s rostlinami lze povaZovat nadzemni (télo rostliny) a podzemni ¢asti (kotfeny), které jsou velmi
odlisné vzhledem k jejich struktufe a funkeci a lisi se také slozenim asociovanych mikrobialnich
spolecenstev (Baldrian, 2017; Lebeis, 2015).

Rostlinné tkanég jsou cilem utoku patogennich mikroorganismil a neni tedy pifekvapenim,
ze rostliny pouZivaji mechanismy, které jim pomahaji selektovat ty mikroorganismy, se kterymi
budou asociovat a naopak vyloucit ty potencidlné nebezpecné. Kolonizace kotene ¢asto probiha
1 pfes sofistikovany rostlinny imunitni systém a predpoklada se, Ze dochazi k selekci mutualistti
a komenzali a k potlaceni patogenli. Genetické principy, kterymi se tidi determinace
endofytickych (kofenovych) spolecenstev od spolecenstev v piidé jsou velmi malo
prozkoumané (Lundberg et al., 2012; Van Der Heijden et al., 2008). Kofeny rostlin potlacuji
pfitomnost a rist nékterych druht mikroorganismii, a naopak jiné druhy podporuji, véetné
bakterii, které jim prospivaji (Dean et al., 2015). Jednim ze zndmych projevil této rostlinné
specificity je produkce kotfenovych exsudatii (Broeckling ef al., 2008; Eisenhauer et al., 2017).
Tyto organické latky produkované rostlinnymi kofeny jsou zndmé jako vyznamnd hnaci sila,
ktera ovliviiuje ptdni mikrobidlni spolecenstva. Vétsi kofenovd biomasa zapfi¢inéna vyssi
rostlinnou diverzitou zvysuje dostupnost organickych substrati pro piidni biotu. Vyznamné je
jak mnozstvi, tak diverzita kofenovych exsudatu, a bylo prokazano, zZe se zvysujici se rostlinnou
diverzitou stoupa nejenom mnozstvi téchto exsudatli, ale také napi. bakteridlni biomasa

(Eisenhauer et al., 2017).



Existuji 1 dalsi studie, které se zabyvaji kofenovou fyziologii a roli exsudatii. Tyto
studie potvrzuji, Ze je zatim zndmo pouze n¢kolik malo rostlinnych transportnich proteinti
ucastnicich se transportu kofenovych metabolitd (Obr. 1). Flavonoidy (Obr. 1A) jsou
vyluCované pravdépodobé transportéry typu ABCG (Banasiak et al., 2018). Reaguji na n¢
rhizobia, ktera produkuji Nod faktory, mohou tak prostupovat ptes kotfenové vlasky nebo
trhlinami mezi bunikami epidermis (Madsen et al., 2010). Strigolaktony (Obr. 1B) jsou
vyluCovany transportéry typu PhPDRI, které jsou lokalizované v subepidermalni vrstvé
rostouciho kotene (Kretzschmar et al., 2012) a jsou vnimany houbami z oddéleni
Glomeromycota, které naopak produkuji Myc faktory. Transportér AtALMT]1 (Obr. 1C), ktery
je lokalizovan v kortexu rostouci zony kotene, se podili na exsudaci kyseliny jable¢né u rostlin
druhu Arabidopsis thaliana infikovanych rodem Pseudomonas, coz ptitahuje Bacillus subtilis
(Rudrappa et al., 2008). B. subtilis vytvaii na kotfenech rostlin biofilm. Tento proces je zavisly
na kofenovém pektinu a arabinogalaktanu (Beauregard et al., 2013). ATPazy vylucuji protony
ménici pH rhizosféry (Obr. 1D), coz umoziiuje transportni procesy zavislé na protonech. MATE
transportéry vylu€uji citrdt (Sharma et al, 2016), ktery miZe byt metabolizovan
mikroorganismy a AtPDRY transportér prenasi fenolické latky (Baetz a Martinoia, 2014).
Signalni funkce a potencidlni ,,crosstalk s mikroorganismy jsou v soucasné dob& neznameé.
Ugast t&chto transportérai v exsudaci (Obr. 1E) je zatim velmi malo prozkoumana (Besnard et
al.,2018; Jones et al., 2009; Moe, 2013). Mikrobialni spoleCenstvo zralé kotfenové vrstvy byva
odlisné od kotenovych $pi¢ek (Massalha et al., 2017). Clenové mikrobialniho spoledenstva
zralé kotenové vrstvy patii z€asti také mezi saprotrofy zivici se odumfelymi buiikami na
starSich ¢astech kotfene (Jones et al., 2009). Kotfenovée Spicky jsou prvotni tkani, kterd ptichéazi
do kontaktu s volnou ptdou a ptilehlé buiiky kofene zde produkuji slizovitou matrix bohatou
na proteiny, extracelularni DNA a dal$i metabolity (Obr. 1F). Spolecn& vSechny tyto latky
ovlivituji mikrobidlni spolecenstvo. Studie zabyvajici se kofenovou fyziologii a roli exsudati
dale také navrhuji skupiny latek, které se tohoto procesu mohou ucastnit — cukry, derivaty cukrii
s fosfatem nebo alkoholem, aminokyseliny, organické kyseliny, nukleotidy, peptidy,

anorganické latky (nitraty, fosfaty, sulfaty) a sekundarni metabolity (Sasse ef al., 2018).
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Obr. 1: Sit’ rostlinnych a mikrobialnich exometabolitl a transportnich proteint v rhizosféte.
(ptevzato z Sasse ef al., 2018).

Kolonizace rhizosféry probiha ve dvou krocich, prvni krok — kolonizace podskupinou
mikroorganizmi z ptidniho spolecenstva, druhy krok - povrch kofene a endosféra jsou
kolonizovany podskupinou populace rhizosféry (Bulgarelli ef al., 2013; Edwards et al., 2015).
Zajimavosti je, ze byla objevena skupina opakujicich se rhizosférnich mikroorganismii
(rhizomikrobiom) nazvana jako ,,core root microbiome* (Bulgarelli ef al., 2013; Muller et al.,
2016). Na jedné stran¢ nekteré rostlinné faktory vedou k vytvoteni ,,core root microbiomu®, na
druhé strané jiné, specifické rostlinné faktory, podminuji vyskyt dalSich mikroorganismd, kteti
nejsou Cleny ,,core root microbiomu®. V experimentech s rozdilnymi genotypy jeCmene a
husenicku bylo prokazano, Ze tyto rostliny si udrzuji na svych kotenech specifické taxonomické
skupiny mikroorganismti s riznym zastoupenim, piestoze ob¢ rostliny byly péstovany ve
stejnych podminkach (Bulgarelli ef al., 2015). Oproti tomu ne vSechny druhy rostlin maji
rozdilny rhizomikrobiom v porovnani s volnou ptidou: nékteré druhy, jako je napiiklad ryze
maji rthizomikrobiomy podobné ptidnim spolec¢enstviim (Bulgarelli et al., 2015; Edwards et al.,
2015; Schlaeppi et al., 2014).

Sila efektu rhizosféry se méni s vyvojovou fazi rostliny (Chaparro ef al., 2013; Schreiter
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et al.,2014; Shi et al., 2015). Stejné tak bylo zjisténo, ze se s vékem rostliny méni mikrobidlni
spoleCenstvo na kofeni i produkce kofenovych exsudati (Chaparro et al., 2013). Nékteré
pionyrské studie ukdzaly schopnost mikrobli ménit vyvoj rostlin. Celkové se zda byt jisté, ze
genotyp, domestikace a vyvoj rostlin ovliviiuji sloZeni rhizomikrobiomt (Panke-Buisse et al.,
2017).

Na rozdil od volné¢ pudy funguje rhizosféra jako prostfedi bohaté na snadno
rozlozitelné uhlikaté¢ latky a neni pifekvapenim, Ze je takovéto prostiedi pro fadu
mikroorganismil atraktivni. Riizna schopnost mikrobli metabolizovat exsudaty rostlin pak
podminuje jejich schopnost toto prostfedi osidlit. Nékolik studii zkoumalo, zda diverzita
exsudati rostlin koreluje s mikrobidlni diverzitou. Nékteré z téchto studii zjistily, ze vyssi
rostlinnd diverzita koreluje s vyssi mikrobidlni diverzitou (Eisenhauer ef al., 2013; Prober et
al., 2014) a pfi pfidani smési riznych exsudatl k rostlinné monokulture dojde ke zvySeni
mikrobidlni diverzity (Steinauer et al., 2016). Zajimavé je, ze bakteridlni izolaty z pud, kde
je diverzita rostlin vysokd, maji Siroké niky a vykazuji mensi soutézeni o zdroje nez izolaty
z prostiedi s nizkou rostlinnou diverzitou (Essarioui et al., 2016, 2017). Ackoli se zda, ze
v globdlnim méfitku maji na mikrobialni diverzitu nejvétsi vliv faktory pidniho prostredi
(Prober et al., 2014), miizeme konstatovat, ze v métitku lokdlnim by vysokd diverzita rostlin
méla podporovat vysokou diverzitu mikrobialniho spolecenstva.

Prestoze slozeni mikrobidlniho spolecenstva v nadzemnich castech rostlin je spise
nahodilé¢ a vykazuje v pribéhu cCasu znaéné rozdily, mimo jiné také vlivem sezoénnosti Ci
klimatickych podminek (Lebeis, 2015; Pefiuelas ef al., 2012) , byla pozorovana urcita specifita
vztahu rostlina — mikroorganismu. Jako nejsilnéjsi faktor ovlivilujici sloZeni bakteridlniho
spoleCenstva fylosféry byl identifikovan druh hostitelské rostliny (Laforest-Lapointe et al.,
2016).

Kromé selekce specifickych symbiotickych mikroorganismii ve svych kofenech a
nadzemnich ¢astech, bylo prokazano, ze rostliny maji vliv i na mikrobidlni spoleenstva v pudé
(Barberan et al., 2015; Gibbons et al., 2017; Urbanova et al., 2015). Vysledky prace Barberan
(2015), ktera se zabyvala vztahy mezi rostlinnymi spolecenstvy a mikrobiadlnimi spolec¢enstvy
pudy v tropickych lesich, naznacuji, Ze sloZeni mikrobidlniho plidniho spolecenstva je
urceno taxonomickym a fylogenetickym sloZenim rostlinnych spolecenstev. Na rozdil od
oc¢ekavani, druhové zastoupeni kofentt v pldnich vzorcich bylo pouze slabym faktorem
urCujicim slozeni mikrobidlniho pidniho spoleCenstva. V praci Urbanova (2015) byly
analyzovany faktory ovliviiyjici slozeni bakteridlniho spoleCenstva v lesni pidé a opadu pod

sedmi riznymi druhy stromil. Byla potvrzena odliSnost mezi obéma spolecenstvy. Vliv druhu
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stromu na slozeni bakteridlniho spolecenstva byl ovéfen jako vyznamny jak v opadu, tak
v pudé, i kdyz tento vliv byl pravdépodobné ¢astecné zprostredkovan chemickym slozenim a
pH opadu a pldy. Faktor vlivu druhu stromu vysvétloval asi 15% variability v datech pro
sloZeni bakteridlniho spolecenstva v opadu a 7% variability v datech pro sloZeni bakteridlniho
spoleCenstva v pud¢. Podobnost bakteridlnich spolecenstev byla obecné vyssi nez u houbovych
spoleCenstev. V pripadé houbovych spolecenstev bylo zjisténo, ze 37% dominantnich OTU v
opadu a 35% dominantnich OTU v ptid€ bylo nalezeno pouze pod jednim nebo dvéma druhy
stromtl. V piipad¢ bakterii bylo nalezeno pouze 3% dominantnich OTU v pidé¢ pod jednim
nebo dvéma druhy stromt. Na druhé stran¢ bylo nalezeno 77% dominantnich bakteridlnich
OTU v opadu a 83% v pude pod Sesti nebo sedmi stromy (Obr. 2). Z prace Gibbons (2017)
také k posunu edafickych vlastnosti pidy a k posunu v mnozstvi specifickych mikrobidlnich
taxond. I kdyz celkové podzemni slozeni spolecenstva a jeho funkéni potencial byly pomérné
konstantni, bylo ukazano, Ze kazda invazni rostlina méla unikatni vliv na fyzikéalné-chemické

vlastnosti pudy.

Stromy
ny
m6
ms

Sdilené dominantni OTU (%)
- N W

T — . — —

Bakterie Houby
opad puda opad pada

Obr. 2: Specifita vyskytu mikrobialnich taxonl s jedinym dominantnim stromem nebo nékolika druhy
stromd. (pfevzato z Urbanova et al., 2015).

Vsechna tato zjiSténi nejsou prekvapujici, pokud vezmeme v tivahu, ze mikroorganismy
funguji jako specifi¢ti kofenovi symbionti rostlin, kteti — zejména v piipad€ hub — zasahuji i do
pudy (Peay et al., 2013). Dominantni rostliny jejich prostfednictvim vyznamné ovliviiuji obsah
ptdnich Zivin i fyzikalné-chemické vlastnosti piidy (Gibbons ef al., 2017; Snajdr et al., 2013).
Navic bylo zjisténo, Ze rostlinnd aktivita ovliviiuje prostiedi rhizosféry pomoci specifického

sloZeni kofenovych exsudatli. Toto bylo potvrzeno v mikrokosmovém experimentu, kde byly
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cilen¢ aplikované riizné smési modelovych exsudati: vysoce x nizko rozmanitd smés exsudatii
a sm¢s bohata na uhlik x bohaté na dusik. Molekularni fingerprinting (T-RFLP analyza) odhalil
vyznamné odliSnosti v mikrobialnich spolecenstvech a bylo potvrzeno, ze diverzita kofenovych
exsudati je pro rostliny velmi silny nastroj, pomoci néhoz ovliviiuji mikrobialni piidni
spoleCenstva (Steinauer ef al., 2016).

Selekce specifickych mikroorganismill v riznych ¢astech rostlin a v ptidé by teoreticky
méla vést k pozitivni vazbé mezi rostlinnou a mikrobidlni alfa diverzitou, tzn. druhovou
diverzitou (poctem taxoni) v radmci jednoho stanovisté (Prober et al., 2014; Urbanova et al.,
2015; Wardle, 2006). V tomto tématu muzeme najit nejednoznacnost mezi vysledky
jednotlivych studii, zvlasté s ohledem na pidni mikrobiom. Zatimco nékteré studie nezjistily
vztah mezi rostlinnou a pidni mikrobialni alfa diverzitou (McElroy et al., 2012; Prober ef al.,
2014), existuje n€kolik dalSich, kde byly tyto vztahy demonstrovany jak v experimentalnich
podminkach (Milcu et al., 2013), tak i v realnych ekosystémech (Hiiesalu et al., 2014; Meadow
a Zabinski, 2012). V praci McElroy (2012) bylo naznaceno, ze zatimco ptitomnost urcitého
rostlinného druhu ovliviiuje rostlinnou produkei, abundance a funkéni diverzita plidnich
organismil obecné timto faktorem neni ovlivnéna. Bylo ale prokazéano, ze sloZeni spolecenstva
rostlin ovliviuje slozeni ptidniho spolecenstva. Podobné v praci Prober (2014) bylo zjisténo, ze
rostlinna alfa diverzita (druhovéa diverzita v ramci jednoho stanovisté) pouze slabé korelovala
s diverzitou piidniho mikrobialniho spolecenstva. Oproti tomu rostlinna beta diverzita (druhova
diverzita mezi rliznymi stanovisti) vyznamné korelovala s beta diverzitou mikrobidlniho
pudniho spolecenstva. Nedavné studie hodnotici tlohu biologické diverzity pro fungovani
ekosystému naznacuji, ze diverzita funk¢nich znakti a evoluc¢ni historie druhti ve spolecenstvu,
nikoli pocet taxonomickych jednotek, nakonec fidi vztah mezi biodiverzitou a ekosystémem.
V praci Milcu (2013) byla souCasné posuzovana dilezitost funkéniho znaku rostliny a
fylogenetické diverzity jako prediktorii hlavnich skupin piidni bioty (jeji abundanci a diverzitu),
Sest let od pocatku experimentu s biologickou diverzitou travnikd. Funkéni diverzita byla
spolehlivym prediktorem pro vétSinu bioty, s vyjimkou pldnich mikroorganismi, které byly
1épe predpovézeny fylogenetickou diverzitou. Tyto vysledky poskytuji empirickou podporu
myslence, ze diverzita funk¢nich znak rostlin a diverzita evolu¢nich linii ve spolecenstvu jsou
dualezité pro udrzeni vyssi abundance a diverzity ptidnich spolecenstev. Je tfeba podotknout, ze
prace Hiiesalu et al., 2014; Meadow a Zabinski, 2012 se zabyvaji pfevazné spolecenstvy hub a

o bakterialnich spolecenstvech informace chybi.
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Pro kofenové mikroorganismy také existuji studie, které demonstruji vazby mezi
rostlinnou diverzitou a diverzitou mikroorganismu. Zda se, Ze tyto vazby jsou té€snéjsi ve vztahu
rostlina — houba, nez rostlina — bakterie (Meadow a Zabinski, 2012; Millard a Singh, 2010).

U rostlinnych endofyti chybi studie spojujici hostitelskou rostlinu a mikrobialni alfa
diverzitu, avsak je znamo, ze mikrobiomy riznych rostlin maji odlisné slozeni (Carrell a Frank,
2015).

Co se tyka zajimavych funk¢nich adaptaci, bylo potvrzeno, Ze spoleCenstva
endofytickych bakterii jsou pro rostliny diilezita pti ziskavani zivin, odolavani vici stresu a
byly nalezeny vztahy napf. mezi jehli¢natymi stromy a bakteriemi octového kvaSeni, které se
vyskytuji ve vysokych hustotach uvniti borovicovych jehlic. Podobné jako u borovic byly v
jehlicnatych endofytickych spolecenstvech nalezeny tyto bakteridlni kmeny Proteobacteria,
Firmicutes, Acidobacteria a Actinobacteria. Nicméng, 1 kdyz se n€které OTU vyskytovaly s
vysokym relativnim vyskytem 10-40% v nékolika vzorcich, zadnad skupina bakterii neméla
celkové dominantni charakter v jehlicnatych endofytickych spolecenstvech. Byly nalezeny
dominantni bakteridlni skupiny, (napt. Bacillus, Burkholderia, Actinomycetes), které jsou
vyznamné pro potlaeni Skiidcl a chorob, coz zvySuje moznost, Ze endofyticky mikrobiom
chrani stromy pted biotickym stresem (Carrell a Frank, 2015).

V soucasné dobé se zda, Ze otazka vztahu mezi diverzitou rostlin a mikroorganismil stale
neni uspokojivé zodpovézena (Fierer a Jackson, 2006). Tento nedostatek konzistentnich
vysledkl je pravdépodobné alespoii ¢astecné zplisoben experimentdlnimi omezenimi dosud
provedenych studii. Zatimco podminky prostfedi jsou snadno ovladatelné v manipulac¢nich
experimentech, je zde obtizné dosdhnout ekvivalentniho poctu rostlinnych druhli a jejich
relativnich abundanci tak jako v pfirozenych podminkach ekosystému (Eisenhauer et al., 2017,
Milcu et al., 2013; Schlatter et al., 2015). Naproti tomu analyza pfirozené¢ho ekosystému muize
predstavovat problém, pokud jde o prostorové uspotadani, kde samotny prostor, pidni
vlastnosti nebo klima jsou dalsimi faktory ovliviujici diverzitu rostlin i mikroorganismi (de
Vries et al, 2012; Wardle, 2006). A konecné né&které vysledky také zavisi na navrhu
vzorkovani; naptiklad diverzita rostlin mize byt odhadnuta na velkych plochach, zatimco pro
stanoveni mikrobidlni diverzity se pouzivaji pouze malé vzorky (Prober et al., 2014; Regan et
al., 2014) a vysledky jsou pro lesnich ekosystémy také obtizné interpretovatelné, protoze
vegetace v nich tvofi n€kolik pater, kterd mohou mit rozdilny vliv (Peay et al., 2013; Prescott
a Grayston, 2013; Urbanova et al., 2015). Zda se, ze je zapotfebi rozumného experimentalniho

navrhu, ktery umoziuje spravnou analyzu modelu, tento tikol je ale v praxi obtizné dosazitelny.
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2. 2 Bakterie v lesnich ekosystémech

S odhadovanou velikosti okolo 38 milionti ¢tverecnych kilometri a celkovym poctem
stromu presahujicim tfi biliony patii lesy k nejrozsdhlejsim ekosystémum (Crowther et al.,
akumulovat uhlik. Pfijem uhliku fotosyntézou pievysuje ztraty vzniklé pii rozkladu organické
hmoty o 7-25 %, piebytecny uhlik je akumulovan v lesnich ptidach (Malhi ef al., 1999). Dalsi
dalezitou funkci lesniho ekosystému je ovliviiovani biogeochemickych cykll, predevsim
dusiku, siry a fosforu, a také ovliviiovani klimatu (Perry et al., 2008). Organicka hmota je v
pudé ukladana jako komplexni produkt, pochéazejici zejména z rozkladu opadu a mrtvého dieva,
nebo také jako rhizodeposity — exsudaty, jednoduché uhlikaté latky dodavané do pidy
rostlinnymi kofeny (Sasse et al., 2018). Na pfemén¢ a vyuziti kofenovych exsudati, stejné jako
organické hmoty, se velkou mérou podileji mikroorganismy.

Les je ekosystém, jehoz nejvyznamnéjsi zivou slozkou jsou stromy, které fixuji uhlik a
jsou tedy dominantnimi primarnimi producenty v tomto ekosystému. Fungovani lesa je velmi
zavislé na fungovani stromu a podil stromového patra na primérni produkci obvykle pfesahuje
90%. V lesnim ekosystému existuji také dalsi patra rostlinné vegetace, jako je napt. vegetace
podrostu. Jeji kvantitativni podil na tvorbé organické hmoty vétSinou neptevysuje 10% (Peh et
al., 2015; Perry et al., 2008). Ptiblizné¢ 33-50% uhliku, ktery stromy fixuji, je alokovano do
pudy ve formé& sacharidli, aminokyselin a organickych kyselin hlavné pomoci jejich kotenli
(Hogberg et al., 2001). Tyto uhlikaté latky jsou poté predavany mikroorganismim v rhizosféte
i volné pidé, a to bud’ piimo, nebo prostiednictvim hub, zijicich v symbidze s rostlinnymi
kofeny.

Obecné vegetace v lesich, hlavné stromy, reguluji nadzemni a podzemni interakce
v ekosystému (Wardle et al., 2004). Lesni mikrobiom je vyznamné ovliviiovan druhovou
identitou stromi. Nékteré bakterie Zijici v rhizosféfe nebo na povrchu kotfenll asto preferuji
urcity hostitelsky strom. Stejné tak ektomykorhizni symbi6za hub s kofeny rostlin je vazana na
specificky druh stromu. Zde je vztah rostlina mikroorganismus jest¢ uzsi. Rovnéz fylosféra,
opad ¢i puda v blizkosti konkrétniho druhu stromu si drzi specifické slozeni spoleCenstva
mikroorganismil (Prescott a Grayston, 2013; Redford et al., 2010; Tedersoo et al., 2016;
Urbanova et al., 2015). Druhové identita stromu ma také priikazny vliv na aktivitu veskeré
mikrobialni biomasy v ptidé a opadu (Augusto et al., 2015; Snajdr et al., 2013).

Mikroorganismy zijici v opadu, pade¢ i v samotnych stromech jsou ovlivnény druhovou

identitou stromt v lesnim porostu. I kdyZ se vliv stromt na slozeni bakterialniho spolecenstva
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v pudé zda byt spis slabsi, nepfimy a odrazem odliSného chemismu piidy v daném porostu, tak
i pfesto je tento vliv vyznamny zejména v oblasti rhizosféry, kde dochazi k pfimym interakcim
mikroorganismil a kofentl rostlin, které produkuji specifické kofenové exsudaty (Augusto et al.,
2015; Urbanova et al., 2015). Ve volné pid¢ jsou spoleCenstva mikroorganismii ovlivnény jak
diverzitou, tak i druhovou identitou stromu. V zavislosti na podminkach, ale alespoii ¢aste¢né
je tento vliv zprostiedkovan tim, ze stromy ovlivituji ptidni chemii (Tedersoo et al., 2016).
Navic stromy jsou také hostitelé pro druhové specifické bakteridlni endofyty a nékteré
saprotrofické organismy, které jsou casto asociovany s urcitymi typy rostlinného opadu
(Prescott a Grayston, 2013; Urbanova et al., 2015).

Stromy jsou znacn¢ zavislé na mikrobialnich symbiontech, ktefi jim zprostfedkovavaji
ptistup k dusiku bud’ jeho ,,ziskdvanim* z odumielé organické hmoty nebo fixaci — pfeménou
dusiku z atmosféry na formu pro rostliny dostupnou. Uvadi se, Ze 80% dusiku a 75% fosforu,
které stromy ptijmou, je zprostifedkovano bakteriemi fixujicimi dusik a mykorhiznimi houbami
(Van Der Heijden et al., 2008).

Diky mnohovrstevnosti lesnich porostll je tento ekosystém charakterizovan vysokou
prostorovou heterogenitou jak ve své nadzemni, tak i v podzemni ¢asti ekosystému. Tato
heterogenita je zptisobena ptitomnosti nadzemni vegetace, odumielého dieva i kofenti riznych
rozméri. Na rozdil od toho, maji napt. lucni a travnaté ekosystémy prostorovou heterogenitu
Zasto redukovanou prostiednictvim zemédélského obhospodatovani (Saetre, 1999; Stursova a
Baldrian, 2011). Vysoka prostorovéa heterogenita lesnich ekosystému se odrazi také v pdni
chemii a v mnozstvi mikrobidlni biomasy. Tato heterogenita je vyznamna i u stejnovékych
lesnich monokultur s vyrazné¢ redukovanou nadzemni vegetaci (Baldrian et al, 2010a;
Gomoryova, 2004; Saetre a Baath, 2000; Snajdr et al., 2008). Jeité vyznamnéjsi je viak
v piirozenych lesich s mnohovrstevnou, riznovékou vegetaci a vysokym vyskytem mrtvého
dreva (Obr. 3). V pld¢ je tato heterogenita a variabilita obrazem historickych disturbanci jako
jsou vyvraty stromtl, kéirovcova kalamita, ¢i rozklad mrtvého dieva (Samonil ef al., 2011;
Valtera et al., 2015). Vysledkem je heterogenita mikrohabitatti s odliSnymi mikroklimatickymi
podminkami a nerovnomérnym rozlozenim Zivin (Schaetzl et al., 1988; Samonil et al., 2010).

Také rtst kotentl riznych velikosti, jejich aktivita a odumirani pfispiva k heterogenité ptidy.

17



Atmosféra

Bezobratli / .

Povrch skal

Mrtvé dreuc. :
Nadzemni
vegetace

(i J = Potoky
Kofinky a rhizosféra : X ""i.'l Podmacena puda
Obr. 3: Lesni ekosystém a jeho diverzita. Narodni piirodni rezervace Zofinsky prales, bez zésahu od roku
1838. Obrazky byly ziskany v oblasti viditelné na fotografii uprostfed (pfevzato z Baldrian, 2010).
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Prostorova heterogenita ve svrchnich vrstvach lesni pidy urcuje slozeni mikrobidlnich
spoleéenstev pomoci dvou typﬁ odliénjrch faktord. Prvnim typem faktorQ jsou chemické
pH, obsah dusiku a dalSich zivin. V rizné mife tyto faktory ovliviiuji bakterie i houby
v ekosystému a bylo potvrzeno, Ze jednim z nejvyznamnéjsich faktori je pH (Fierer a Jackson,
2006; Lauber et al., 2008; Rousk et al., 2010). SloZeni a aktivita vegetace jsou potom druhym
typem faktord, které ovliviiuji mikrobidlni spolecenstva. Zd4 se, Ze tyto faktory mohou byt vice
vyznamné pro spoleCenstva hub, nezli bakterii (Prescott a Grayston, 2013; Tedersoo et al.,
2016; Urbanova et al., 2015). Relativni ptisobeni téchto parametrt je doprovazeno nahodnymi
uc¢inky na uspofadani mikrobidlnich spolecenstev (Bahram et al., 2016) a spole¢né€ vSechny tyto
faktory vyrazné ovliviji variabilitu mikrobiomu v lesnich ekosystémech (Stursova et al.,
2016).

Prostorova heterogenita lesnich piid vede k vysoké prostorové variabilit¢ v mikrobidlni
aktivit¢ (napiiklad v enzymové aktivité nebo respiraci) a k variabilit¢ v obsahu mikrobialni
biomasy. Byly prokazany snizujici se vertikalni gradienty ve vyskytu a aktivité mikrobti (Snajdr
et al., 2008). Aktivita extracelularnich enzyma a mnoZzstvi mikrobialni biomasy se také 1isi
horizontaln€ v rozmezi centimetri aZ metrl a je Casto zvySena v ,,hotspotech* aktivity (Baldrian
et al., 2010a). V téchto ,hotspotech®, jako je napf. rhizosféra, mize byt podil aktivnich
mikroorganisml 2x az 20x vysSi nez ve volné piid€ a jejich specifickd aktivita (respirace,
mikrobidlni rist, enzymatické aktivity, pomér RNA / DNA) miize byt také mnohem vyssi
(Baldrian et al., 2010a; Kuzyakov a Blagodatskaya, 2015). Prostorova heterogenita lesnich

ekosystému ma vyrazny vliv na jejich fungovani a zna¢né komplikuje interpretaci dat ziskanych

18



experimentalné. Za velkou cast celkového fungovani ekosystému mohou byt zodpovédné
,,hotspoty*, ale rozsah jejich piispévku ziistava zatim neznamy.

Lesni ekosystém poskytuje bakteriim rozsahlé spektrum habitati, vcetné pudy,
rostlinnych tkéni, mrtvého dieva, hornin atd. Mezi prostfedi velmi bohaté na bakterie patii
predevsim opad, rhizosféra, ptida a jeji povrch (Hardoim et al., 2015). Padni bakterialni
spoleCenstva vykazuji casteCnou specificitu pro jednotlivé plidni horizonty. Kmeny
Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria a Bacteroidetes jsou nejvice zastoupeny v
organickém a minerdlnim horizontu v listnatych lesich (Lopez-Mondéjar et al., 2015).
Bakteridlni spoleCenstva v piidach jehli¢natych lest se také 1iSi mezi horizonty. Ackoli
Acidobacteria, Proteobacteria a Actinobacteria jsou nejhojnéjsi v organickém i mineralnim
horizontu, organicky horizont byva bohatsi na Proteobacteria a Bacteroidetes (Baldrian et al.,
2012). Naproti tomu spolecenstva v mineralni pidé obsahuji vétsi podil bakterii z kmene
Firmicutes a Chlorofexi, které jsou vice adaptovany na vyuziti rekalcitrantniho uhliku a
anorganickych zdrojii zivin (Llado ef al., 2017).

Vedle rozmanitého spolecenstva hub, nedavné studie ukazaly také dilezitou roli bakterii
pfi rozkladu opadu. V jehlicnatém opadu bakterie inkorporovaly dokonce vice uhliku
pochézejiciho z celulozy nez houby. V téchto procesech jsou vyznamné piedev§im kmeny
Proteobacteria (Burkholderiales, Caulobacteriales, Rhizobiales, a Xanthomonadales),
Bacteroidetes a Acidobacteria (Stursova et al., 2012). Listnaty opad je charakteristicky
vysokym vyskytem bakterii z kmene Proteobacteria a Bacteroidetes. Mnoho ze zastupcti téchto
kment je povazovano za kopiotrofni bakterie, charakteristické predev§im pro Cerstvy opad,
které preferuji snadnéji dostupny uhlik (Fierer et al., 2007). Cerstvy opad je také typicky
vysokym mnoZstvim houbové biomasy, stim koreluje i1 vyskyt mykofagnich bakterii
s potencialni mykolytickou aktivitou. Tyto bakterie mlzou tvofit az 40% celkového
spolecenstva (Tlaskal er al., 2016) a ptedstavuji odliSnou podmnoZinu bakterialniho
spoleCenstva vcetn¢ c¢lent rodt Pedobacter a Chitinophaga (kmen Bacteroidetes) a
Pseudomonas, Variovorax, Ewingella a Stenotrophomonas (kmen Proteobacteria) (Brabcova
etal.,2016).

Bakteridlni spolec¢enstva obyvajici prostfedi kofene a rhizosféry v lesnich ekosystémech
jsou mén¢ prozkoumand, nez-li spolecCenstva v zeméd¢€lsky obhospodatfovanych oblastech.
Rhizosférni lesni mikrobiom je obohacen kmeny Proteobacteria, Actinobacteria a
Bacteroidetes, které jsou podskupinou plidniho mikrobiomu. Déle také napi. bakteriemi
z kmene Proteobacteria (Burkholderia, Rhizobium, a Pseudomonas) a Actinobacteria

(Streptomyces), které jsou znamé asociaci s ektomykorhiznimi houbami (Llad6 et al., 2017).
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2. 3 Bakterie v travnich ekosystémech

Luc¢ni rostliny ovliviiuji mikrobidlni aktivitu v okoli svych kofeni uvoliovanim
uhlikatych latek a studie travnatych ekosystémi mirnych i horskych luk ukazuji vliv riznych
druhti trav na slozeni mikrobialniho spolecenstva pudy (Millard a Singh, 2010). I pfes toto
zjisténi se zd4, ze zavery o tom, zda rostlinna diverzita fidi diverzitu mikrobialniho ptidniho
spoleCenstva v lu¢nich ekosystémech jsou pomérné nejednoznacné, také vysledky z terénnich
studii se zdaji byt velmi komplexni (Millard aSingh, 2010).

Vysledky prace Shi (2015) poskytuji obraz postupné sukcese bakteridlnich piidnich
spoleCenstev jako odpoveéd’ na rist kofent lucni travy Avena fatua. Schéma sukcese se zda byt
konzistentni béhem dvou vegetacnich obdobi a bylo potvrzeno, ze postupna sukcese vede ke
snizovani diverzity rhizosférniho spolecenstva. Trava vyviji selekéni tlak jiz od pocatecnich
fazi rastu, to vede k vyraznym zménam spolecenstva rhizosféry oproti volné ptdé. Kotfeny
travy selektivné stimuluji kmeny Proteobacteria (Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria) a
Bacteroidetes a redukuji bakterie z kmene Acidobacteria, Actinobacteria a Firmicutes. Tento
rhizosférni mikrobiom poskytuje rostliné vyhody tykajici se pfedevSim piijmu zivin. Pro
rostlinu se tento proces jevi jako velmi dulezity, protoze opakovang pfijima pldni mikroby
s podobnymi vlastnostmi do svého kotfenového prostiedi (Shi et al., 2015).

Ptesuny uhliku od rostlin do pudy prostiednictvim kofenovych exsudati a rostlinného
opadu stimuluji mikrobidlni aktivitu a dochéazi k zvySeni obratu pidni organické hmoty. Tento
proces vede k uvolnéni Zivin, které jsou naopak vyuZity rostlinami nebo mikroorganismy

samotnymi (Obr. 4).

SloZeni mikrobialniho spolecenstva

Rhizosféra

Mikrobialni
aktivita

Tok uhliku

Padni
organicka
hmota

Usporadani Kvalita

Ziviny

Obr 4. Zjednoduseny model interakci mezi rostlinami a plidou zprostfedkovany rhizosférnimi
mikroorganismy (pievzato z Millard a Singh, 2010).
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Tyto interakce mohou byt ovliviiovany Sirokou Skéalou faktorti. Hnojeni, vapnéni nebo
napft. pastva ovlivituji na irovni ekosystému jak rist vegetace, tak vstupy uhliku do pidy, stejné
tak fyzikalni i chemické vlastnosti pady (Millard a Singh, 2010).V piidach kyselych a chudych
na ziviny, jako jsou horské louky, vede nizké pH k pomalé nitrifikaci a mineralizaci (Williams
et al., 1999). V téchto ptidach je dostupnost zZivin pro rostliny siln¢ zavisld na mikrobidlni
aktivité. Kvalita pidni organické hmoty (determinovana vstupy uhliku prostfednictvim
vegetace) také ovliviiuje kolobéh Zivin a pravdépodobné i mikrobialni diverzitu (Millard a
Singh, 2010). Mikrobialni diverzita je vyznamné¢ vyssi v piirozenych neovlivnénych lucnich
ekosystémech, coz bylo potvrzeno pii srovnavani slozeni mikrobidlnich spolecenstev pod
riznymi spolecenstvy rostlin (Bardgett et al., 1996; Grayston et al., 2001, 2004). V publikaci
Millard (2010) bylo shrnuto, ze houby dominuji piedevS§im v neovlivnénych lucnich
ekosystémech a bakterie dominuji v téch, které jsou vapnény a hnojeny. Mezi dominantni
bakteridlni kmeny (tfidy) v lucnich ptudach patii Actinobacteria, Alphaproteobacteria,
Acidobacteria, Deltaproteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Betaproteobacteria a
Gammaproteobacteria (Kaiser ef al., 2016).

Dukazy o interakcich mezi jednotlivymi druhy rostlin s pidnimi mikroorganismy byly
zkoumany také na Urovni rhizosféry. Bylo potvrzeno tésné spojeni mezi jednotlivymi druhy
travin a diverzitou jejich mikrobidlnich rhizosférnich spolecenstev (Bardgett et al., 1999;
Grayston et al., 1998; Innes et al., 2004; Marilley et al., 1998). Toto vedlo k navrhu konceptu
koevoluénich vztahli v rhizosféte, kde rostlinné kofenové exsudaty modeluji ptidni mikrobidlni
spolecCenstvo (Badri a Vivanco, 2009; Paterson et al., 2007). V jinych studiich, které¢ se
zabyvaly strukturou mikrobidlniho lu¢niho spolecenstva, se vSak ukazalo, ze typ pidy je mozna
pfispiva prostorova heterogenita pudy, kterd byla potvrzena jako dal§i dilezity faktor
ovliviiyjici mikrobidlni pidni spolecenstvo (Ritz et al., 2004; Singh et al., 2009). Na rozdil
naptiklad od extrémné proménlivé atmosféry jsou mikroby pfitomné v puad¢ méné aktivni, coz
vytvaii velmi odliSnou strukturu a dynamiku spolecenstva. VétSina bakterii se v tomto prostiedi
nachazi v nizkych koncentracich, a jsou obtizné kultivovatelné (Lebeis, 2015).

Existuje nékolik studii, které se zabyvaji slozenim mikrobidlniho spolecenstva na
povrchu vlastniho kofene v luénim prostedi (Nunan ef al., 2005; Ridgway et al., 2003; Singh
et al., 2008). Studie pracuji predevSim s horskymi neovlivitovanymi loukami a naznacuji
podobné vysledky. Nebyl potvrzen vztah mezi slozenim bakteridlniho spolecenstva a
rostlinnymi druhy. Bylo ale ukdzano, Ze topografické parametry, pH (Singh ef al., 2008) a dalsi

environmentalni faktory (Nunan et al., 2005) jsou dilezité¢ a ovliviiuji slozeni bakteridlniho
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spoleCenstva. V kontrastu s tim byly potvrzeny vyznamné interakce mezi rostlinnymi druhy a
sloZzenim spolecenstva hub (Ridgway et al., 2003; Singh et al., 2008). Je zfejmé, ze uvniti
vlastnich kotent se endofytické spolecenstvo sklada pouze z omezeného a stabilniho uskupeni
mikrobli, snizuje se zde tedy druhové slozeni a diverzita ve srovnani s rhizosférnimi
spoleCenstvy (Bulgarelli et al,, 2012; Lundberg et al., 2012). Nedavné studie lu¢nich a
zemedélskych ekosystémi shrnuly, Ze rhizosféra obsahuje pfevazné kmeny Proteobacteria,
Actinobacteria a Bacteroidetes (Ai et al., 2015; Lundberg ef al., 2012; Shi et al., 2015).

Jak uz bylo zminéno, mikrobiélni spoleCenstva v nadzemnich rostlinnych tkanich, tedy
v tzv. fylosféte, a spolecenstva kotenovych systému a rhizosféry vykazuji zna¢né rozdily, coz
je casteéné odrazem rozdilného okolniho prosttedi. Mikrobidlni spolecenstva rostlinné
fylosféry jsou charakteristickd vysokou variabilitou, ptredev§im diky zménam v okolnich
podminkach a omezenému pfistupu ke zdroji zivin. Déle maji tato spolecenstva tendenci
k nizké diverzité ve srovnani s podzemnimi ¢astmi (Obr. 5) (Bodenhausen et al., 2013; Redford

a Fierer, 2009).

Nizka diverzita
Fylosféra Vysoka variabilita

Vysoka diverzita
Nizka variabilita

Rhizosféra

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3

Obr 5. Srovnani nadzemnich a podzemnich mikrobiomil rostlin. Mikrobialni spolecenstva rostlin maji
relativné nizkou druhovou diverzitu s vysokou variabilitou. Rhizosférni mikrobidlni spolecenstva jsou podstatné

v

slozitéjsi nez spoleCenstva fylosféry a mohou byt konzistentni i v ramci riznych vzorkli (pfevzato z Lebeis, 2015).
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3 Cile prace

Tato diplomova prace ma za cil popsat vztahy mezi diverzitou vegetace a diverzitou
bakterialniho spolecenstva v piid¢é, kotfenech, opadu a nadzemnich c¢astech rostlin a
identifikovat faktory, které ovliviiuji slozeni spoleCenstva bakterii. Vztahy mezi vegetaci a
bakteriemi jsou studovany v lu¢nim ekosystému s vysokou rostlinou diverzitou a v horském

lesnim ekosystému.

DIiléi cile pro Experiment 1 — Determinanty diverzity a sloZeni spoleCenstva bakterii v luc¢nim
ekosystému

- Identifikovat faktory, ovlivitujici diverzitu bakteridlniho spolecenstva v ptid¢, kofenech
a nadzemnich ¢astech rostlin.

- Popsat taxonomické slozeni bakteridlniho spolecenstev ve studovanych
kompartmentech.

- Analyzovat vliv prostoru, sloZeni vegetace a piidnich parametri na slozeni bakteridlniho

spolecenstva ve studovanych kompartmentech.

Dilci cile pro Experiment 2 — Determinanty diverzity a sloZeni spolecenstva bakterii v lesnim
ekosystému

- Popsat vliv diverzity vegetace na diverzitu bakterialniho spolecenstva v opadu, ptidé€ a
kotenech rostlin v ekosystému temperatnich horskych lesi.

- Popsat taxonomické slozeni bakteridlnich spoleCenstev ve studovanych
kompartmentech.

- Analyzovat vliv prostoru, sloZzeni vegetace a chemickych parametrii prostiedi na slozeni
bakterialniho spolecenstva ve studovanych kompartmentech a porovnat rizné ptistupy

k charakterizaci vegetace s ohledem na jejich predikéni schopnosti.
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Pracovni hypoteézy

Experiment 1 — Diverzita bakterialniho spoleenstva v pidé, kofenech a nadzemnich
¢astech rostlin stoupa s diverzitou vegetace na studované plose. Nejsilnéjsi vliv vegetace na
diverzitu a slozeni spoleCenstva bakterii bude v nadzemnich ¢astech rostlin a bude slabnout

s pfrechodem od kotent do pudy.

Experiment 2 — Diverzita bakteridlniho spoleCenstva v pidé¢, opadu a kofenech rostlin
horského lesa stoupa s diverzitou vegetace. Slozeni spoleCenstva bakterii je determinovano jak

slozenim vegetace, tak chemickymi charakteristikami prostiedi.
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4 Material a metody

4. 1 Experiment 1 — Determinanty diverzity a sloZeni spolecenstva bakterii v lucénim
ekosystému

4. 1. 1 Studované plochy a experimentdlni design

Studie probihala v Narodni piirodni rezervaci Certoryje v Bilych Karpatech na vychodg
Ceské republiky (350-430 m.n.m) v oblasti reprezentujici rozsahly komplex druhové bohatych
kvétnatych luk (Obr. 6, 7).
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Obr. 6: Lokace Nérodni piirodni rezervace Certoryje.

Zdejsi rostlinna diverzita dosahuje jednoho z nejvyssich pocti rostlinnych druhii (Obr. 8)
na Zemi zaznamenanych v prostorovém méfitku v rozmezi 0,1 az 49 m* (Wilson a Peet, 2012).
Louky jsou vyvinuty na hlubokych mirné vapenatych piidach, které v ptipadé nizkych letnich

srazek vysychaji, kosi se jednou za rok v ¢ervnu nebo Cervenci jako souéast ochrany ptirody.

Pro vice podrobnosti viz. (Chytry et al., 2015; Jongepierova, 2008).

Obr. 7: Fotografie ¢ertoryjskych luk s vysokou krajinarskou hodnotou, velmi unikatni v celé sttedni Evropé
(foto: Diana Navratilova, 10. 6. 2015).
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Obr. 8: Fotografie nékterych Certoryjskych rostlin (pfevzato z Botanical Excursions in Moravia).

Odbér vzorkl byl proveden v prubéhu jednoho ¢ervnového dne v obdobi pred letnim
kosenim. Dvacet pét &tvercovych odbérovych ploch o plose 0,1 m? bylo vybrano pracovniky
Masarykovy univerzity v Brné¢ pod vedenim Milana Chytrého tak, aby reprezentovaly co

nejvetsi rozsah diverzity rostlin.

Obr. 9. Odbérova plocha ¢islo 1.

Odbérova mista se rozkladala v oblasti cca 1 km? a pokryla gradient rostlinné diverzity
od 1 do 43 druhti. Pro kazdé odbérové misto byl zpracovan seznam vSech druhii cévnatych
rostlin, a také byl zaznamenan pocet rostlinnych druht na kazdém misté (Obr. 9). Na kazdém
odbérovém mistn¢ byla odebrana (ostfihana) veskera rostlinnd biomasa. Dale byl odstranén

cely blok pudy (odbérového mista) az do hloubky 10 cm. Jak vegetace, tak i padni bloky byly

26



transportovany do laboratote, skladovany pfi teplot¢ 4 °C a zpracovany do péti dni.
V laboratofti byly zpracovany vzorky nadzemni i podzemni (kofeny) rostlinné biomasy. Koteny
byly ru¢né oddé€leny od ptdy, pida byla odstranéna promytim a byla zaznamenéna Cerstva
hmotnost biomasy kofenil. Pida byla proseta pfes sito (5 mm), jeji objem byl postupné
redukovan kvartovanim a byly odebrany dva dil¢i smésné vzorky o hmotnosti 25 g. Nadzemni
rostlinnd Cast a kofeny byly nastfihdny ntizkami na kusy <l cm, dikladné¢ promichany a
podvzorkovany na vysledny objem cca 50 ml. Vzorky ze vSech tfi kompartmenti byly
lyofilizovany a uskladnény pii -20°C. V pudnich vzorcich byl stanoven obsah P, N, Ca, Mg, K,
pH a pomér C:N. Obsah C byl stanoven v servisni laboratofi za pouziti oxidace kyselinou
chromsirovou a obsah N byl méfen mineralizaci kyseliny sirové s ptidavkem selenu a siranu
sodného a konverze na amonné ionty. Ostatni prvky byly méfeny po extrakci dle Mehlicha.
Hodnota pH byla stanovena po smichani 1g pudy s 10 ml destilované vody. Obsah pldni
organické hmoty byl stanoven jako ztrata po zihani pifi 650 °C. Padni vlhkost byla vypoctena

jako rozdil v hmotnosti pred a po lyofilizaci.

4. 1. 2 Molekularni analyzy

Lyofilizované nadzemni rostlinné ¢asti a kotfeny rostlin byly rozemlety na jemny prasek
na kulickovém oscilacnim mlynku (Retsch MM400). DNA z nadzemnich ¢asti a kofentli byla
izolovéana kitem DNeasy Plant Maxi (Qiagen) a byly provedeny dvé DNA extrakce na vzorek
za pouZziti 250 mg vzorku v jedné extrakci. DNA z plidy byla extrahovana modifikovanou
metodou SK (Sagova-Mareckova et al., 2008) a opct byly provedeny dvé DNA extrakce na
vzorek za pouZiti 250 mg vzorku na jednu extrakci. Extrahovana DNA byla nésledné precisténa
kitem GeneCleanTurbo (MP Biomedicals) a nezdvislé DNA extrakty pro kazdy vzorek byly
smichany. Pro identifikaci bakterii byla pouzita PCR amplifikace ¢asti 16S s eubakteridlnimi
primery 515F / 806R (Caporaso et al., 2011). PCR amplifikace byly provedeny ve tifech
nezavislych PCR reakcich pro kazdy vzorek. PCR reakce obsahovaly 2,5 pl 10x pufru pro DNA
polymerazu DyNAzyme II, 0,75 pl bovinniho sérového albuminu (20 mg/ml), 1 pl kazdého
primeru (0,01 mM), 0,5 pl smesi ANTP (kazdy 10 mM), 0,75 upl polymerdzy (2 U/ul
DyNAZyme II DNA polymerazy, 1:24 Pfu DNA polymerazy) a 1 ul templatové DNA.
Podminky cyklovani byly 94 °C po dobu 5 minut, 35 cykli (94 °C po dobu 1 minuty, 50 °C po
dobu 1 minuty, 72 °C po dobu 1 minut) a zavére¢na extenze pii 72 °C po dobu 10 minut. Tti
nezéavislé PCR produkty kazdého vzorku byly smichany a ptecistény za pouziti purifika¢niho

kitu MinElute (Qiagen). Pro ptipravu knihovny byly piipraveny ekvimolarni smési amplikona
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s pouzitim TruSeq® DNA PCR-Free LT Kit (Illumina) a sekvenovany na platform¢ Illumina
MiSeq (2x250 bazi).

4. 1. 3 Bioinformatickd analyza a statistika

Sekvenacni data byla zpracovana pomoci programu SEED 1.2.3 (Vétrovsky a Baldrian,
2013) pro vyhodnocovani amplikonovych sekvenci. Nejdiive byly pomoci ,,fastq-joining*
spojeny pary sekvenci (Aronesty, 2013), méné kvalitni konce sekvenci byly odstranény.
Chimerické sekvence byly detekovany pomoci programu UCHIME, ktery je zahrnut v Usearch
7.0.1090 (Edgar, 2010) a byly odstranény. Vysledné sekvence byly seskupeny do operacnich
taxonomickych jednotek (OTU) pomoci UPARSE implementovaného v rdmci Usearch
7.0.1090 (Edgar, 2013) na hladin€ podobnosti 97%. Pro kazdou OTU byla vybrana nejcetné&jsi
sekvence a pomoci vyhledavani (BLASTn) v databazi GenBank byl identifikovan nejblizsi
mikroorganismus na urovni rodu nebo druhu; v§echny nebakterialni sekvence byly odstranény.
Z kazdého vzorku bylo ndhodné vybrano 8000 sekvenci a v tomto podvzorku byla stanovena
alfa diverzita.

Vsechny statistické analyzy byly provedeny v prostfedi R s vyuzitim balickli vegan,
nlme, betapart a ecodis (R Core Team, 2016). Ve vSech ptipadech byly rozdily na hladiné p <
0,05 byly povaZovany za statisticky vyznamné, ty které byly v rozmezi 0,05 <p < 0,10 za
marginaln€ vyznamné.

Pro identifikaci hlavnich prediktorti, které tidi diverzitu a bohatost bakteridlnich
spolecenstev ve studovanych kompartmentech byly pouzity obecné linearni modely (GLM).
Jako prediktory variability byly pouZity chemické parametry pudy (C, N, P, Ca, Mg, K, C/N,
C/P, N/P, pH, obsah ptidni organické hmoty, vlhkost), rostlinn4 diverzita (pocet druhti rostlin)
a kofenova biomasa. Multikolinearita (vztah mezi jednotlivymi proménnymi) byla provétena a
byl spocitan tzv. variance inflation factor (VIF), proménné s VIF > 10 nebyly do modelu
zahrnuty. Do findlniho modelu byly zahrnuty nasledujici proménné: vlhkost, P, N, C/N, pH,
Mg, K, Ca, N/P a rostlinnd diverzita (pocet druhi rostlin) pro nadzemni ¢asti rostlin, plus
hmotnost biomasy kotenti pro vzorky kotfent a pidy. Pro vytvotfeni modelit GLM byly pouzity
postupné jeden az pét prediktord. Nejlepsi model byl vybran podle korigovaného Akaike
informa¢niho kritéria (AICc). Kvalita nejlepsiho modelu byla dale vyhodnocena
zprumérovanim pfes vSechny modely, které spadaji do 95% konfiden¢niho intervalu. Zda-li

byla proménnad statisticky vyznamna u vice nez 95 % modelil bylo uréeno dle hodnoty nula
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vyskytujici se v intervalu. Pokud se nula v intervalu vyskytovala, proménna nebyla povazovana
za statisticky vyznamnou.

Pro analyzu slozeni spolecenstev bakterii byly pouzity vS§echny bakterialni OTU s alespon
20 sekvencemi v celém souboru dat. Zastoupeni jednotlivych OTU mezi vzorky bylo
standardizovano za pouziti Hellingerovy transformace a jako charakteristika podobnosti vzorki
byla pouzita Bray-Curtis distance. Udaje o chemii ptidy byly log-transformovany (s vyjimkou
pH) a pro statistickou analyzu byla pouzita Euklidovska distan¢ni matice. Vysledn¢ OTU
matice a pudni matice byly pouzity v naslednych analyzach.

Pro vizualizaci rozdili v bakteridlnich spolecenstvech v nadzemnich ¢astech rostlin, v
kotenech a v pud¢ byla pouzita ordinace NMDS (Non-metric multidimensional scaling) s
pouzitim Bray-Curtis distance. Byl testovan vliv kompartmentu a diverzity rostlin na
odbérovém misté (pocet rostlinnych druhtl) na sloZeni bakteridlnich spolecenstev s vyuzitim
PERMANOVYy s 999 permutacemi pomoci funkce adonis v balicku vegan a byla spoctena
hodnota Adjusted R? .

Pro popis prostoru byly sestrojeny PCNM (principal coordinates of neighbour matrices)
vektory zalozené na geografické vzdéalenosti mezi vzorky (Borcard a Legendre, 2002). Faktor
prostoru byl potom reprezentovan témi PCNM vektory, které mély vyznamny vztah ke sloZeni
bakterialniho spolecenstva. Pidni parametry byly charakterizovany PCA osami, které byly
zkonstruovany na zdkladé métenych pidnich vlastnosti: obsah C, N, P, Ca, Mg, K, pH, plidni
organickd hmota a pidni vlhkost. Prvni tfi PCA osy vysvétlovaly 93% variability v datech (PC1
62%, PC2 17%, PC3 14%) a byly pouzity jako proxy pro pudni chemii. Matice pro slozeni
spolecenstva rostlin (botanicky prizkum se zdznamem piitomnych rostlinnych druhd) byla
pouzita pro vypocet distancni matice zalozené na Jaccardové distanci. Matice byla nasledné
pouzita pro vypocet PCA os. Prvni ¢tyfi osy, které vysvétlovaly 62 % variability v datech (PC1
33%, PC2 14%, PC3 8%, PC4 7%) byly pouzity jako proxy pro vegetaci.

Pro popis vlivu hlavnich faktori ovlivitujicich slozeni bakteridlniho spolecenstva byla
pouzita Variation partitioning analyza. Sestrojené PCNM a PCA vektory popsané vyse byly
pouzity jako proxy pro prostor, pudni parametry a slozeni vegetace. Variation partitioning
analyza byla provedena pomoci funkce VarPart v bali¢ku vegan v prostiedi R (Oksanen et al.,
2015). Funkce VarPart uréuje procenta vysvétlené variability (Adjusted R?) pro hlavni faktory
ovlivitujici slozeni bakteridlniho spolecenstva (Peres-Neto et al., 2006). SpoleCenstva v
nadzemnich ¢astech rostlin, v kofenech, i v pudé¢ byla analyzovana samostatné. Vyznam dil¢ich

segmentl byl testovan pomoci RDA s 999 permutacemi.
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4. 2 Experiment 2 — Determinanty diverzity a sloZeni spolecenstva bakterii v lesnim
ekosystému

4. 2. 1 Experimentdlni plochy a design vzorkovani

Studie probihala v Narodnim parku Sumava, zahrnujici oblast o rozloze 680,6 km?
pievazné pokrytou horskym lesem. Bylo vybrano celkem 58 experimentalnich ploch (Obr. 10,
11) rozmisténych na tzemi celého Narodniho parku tak, aby reprezentovaly co nejSirsi
spektrum diverzity stromového patra, gradient diverzity bylinného patra a dale co nejSirsi
spektrum vlastnosti lesnich pid. Pro kazdou experimentalni plochu byly pracovnicemi
Botanického ustavu AV CR zpracovany piesné seznamy viech druhii rostlin v jednotlivych
patrech vegetace, a byl zaznamenan pocet rostlinnych druhii na kazdé plose. Pro prehlednost
botanického snimku byla rozliSovdna Ctyfi rostlinnd patra — mechové, bylinné, kefové a
stromové. SloZeni a diverzita vegetace ve vzorcich kofend byla analyzovana rovnéZ pomoci

sekvenace rostlinné DNA.
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Obr. 10. Rozmisténi nékterych experimentalnich ploch v Narodnim parku Sumava.

30



Obr. 11. Fotografie nékolika vybranych experimentalnich ploch v Narodnim parku Sumava.

Experimentalni plochy byly voleny v oblastech, kde probéhl v uplynulych letech
biomonitoring lesnich ekosystémi, provedeny NP Sumava (Dr. P. Stary, P. Cizkova). Kazdou
plochu tvofil kruh o poloméru 12,5 metru s alespoii osmi zivymi stromy. Vzorky ptidy, opadu
a kotent rostlin byly odebrany pomoci osmi piidnich sond vZdy ve vzdéalenosti 2 m od stromu,
pficemz druhové zastoupeni stromt odpovidalo druhovému slozeni vSech stromi na kazdé
plose. Pudni sondy byly pievezeny do laboratoie, ulozeny ve 4 °C a béhem 24 hodin rozdéleny
na opad, svrchni vrstvu pidy do hloubky 10 cm a rostlinné kofeny z hloubky do 10 cm. Pti
zpracovani pudnich sond byl nejdiive separovan opad, potom pida do hloubky 10 cm a byly
odd¢leny koteny. Pida byla proseta ptes sito (5 mm), smichana a byly odebrany dil¢i vzorky,
koteny byly omyty, nastiihany a vysuSeny na vzduchu, opad byl nastiihan na malé kousky (<1
cm) a diikladné promichdn. Vzorky ze vSech tii kompartmentl byly lyofilizovany a uskladnény
pti -20°C. Ve vzorcich byl stanoven obsah C, N, pH, pomér C:N, obsah vody a ptidni organické
hmota. Obsah C byl stanoven v komer¢ni laboratofi za pouziti oxidace kyselinou chromsirovou
a obsah N byl méfen mineralizaci kyseliny sirové s pfidavkem selenu a siranu sodného a
konverze na amonné ionty. Hodnota pH byla stanovena po smichdni 1g pidy s 10 ml
destilované vody. Obsah ptdni organické hmoty byl stanoven jako ztrata po Zihani pii 650 °C.

Padni vlhkost byla vypoctena jako rozdil v hmotnosti pted a po lyofilizaci.
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4. 2. 2 Molekuldarni analyzy

Lyofilizované kotfeny byly rozemlety na jemny prasek na kulickovém oscilacnim mlynku
(Retsch MM400), byla z nich izolovana DNA kitem DNeasy Plant Maxi (Qiagen) a byly
provedeny dvé DNA extrakce na vzorek za pouziti 250 mg vzorku v jedné extrakci. DNA
z pudy a opadu byla extrahovana modifikovanou metodou SK (Sagova-Mareckova et al., 2008)
a byly provedeny tii DNA extrakce na vzorek za pouziti 250 mg vzorku na jednu extrakci.
Extrahovand DNA byla nésledné preciSténa kitem GeneCleanTurbo (MP Biomedicals) a
nezavislé DNA extrakty pro kazdy vzorek byly smichany. Pro identifikaci bakterii byla pouzita
PCR amplifikace ¢asti 16S s eubakterialnimi primery 515F / 806R (Caporaso et al., 2011). PCR
amplifikace byly provedeny ve tfech nezavislych PCR reakcich pro kazdy vzorek. PCR reakce
obsahovaly 2,5 pl 10x pufru pro DNA polymerazu DyNAzyme II, 0,75 pl bovinniho sérového
albuminu (20 mg/ml), 1 pl kazdého primeru (0,01 mM), 0,5 pl smési ANTP (kazdy 10 mM),
0,75 ul polymerazy (2 U/ul DyNAZyme I DNA polymerazy, 1:24 Pfu DNA polymerazy) a 1
ul templatové DNA. Podminky cyklovani byly 94 °C po dobu 5 minut, 35 cykli (94 °C po dobu
1 minuty, 50 °C po dobu 1 minuty, 72 °C po dobu 1 minut) a zdvére¢na extenze pii 72 °C po
dobu 10 minut. Identita rostlinnych kotfenu byla stanovena na zéklad¢ sekvenace trnL regionu
rostlin pfitomného v chloroplastu. DNA kotfent byla amplifikovana primery TrnC/TrnH
(Taberlet et al., 2007). PCR reakce obsahovaly 2,5 pl 10x pufru pro DNA polymerdzu
DyNAzyme II, 1,5 pl bovinniho sérového albuminu (20 mg/ml), 1 pl kazdého primeru (0,01
mM), 0,5 pl smési ANTP (kazdy 10 mM), 0,75 ul polymerazy (2 U/ul DyNAZyme 11 DNA
polymerazy, 1:24 Pfu DNA polymerazy) a 1 pul templatové DNA. Podminky cyklovani byly 94
°C po dobu 5 minut, 26 cykli (94 °C po dobu 1 minuty, 53 °C po dobu 1 minuty, 72 °C po
dobu 1 minut) a zavérecna extenze pii 72 °C po dobu 10 minut. Tti nezévislé PCR produkty
kazdého vzorku byly smichany a pteciStény za pouziti purifikaéniho kitu MinElute (Qiagen).
Pro pfipravu knihovny byly pfipraveny ekvimolarni smési amplikond s pouZitim TruSeq®

DNA PCR-Free LT Kit (Illumina) a sekvenovany na platformé Illumina MiSeq (2%250 bazi).

4. 2. 3 Bioinformaticka analyza a statistika

Sekvenacni data byla zpracovana pomoci programu SEED 1.2.3 (Vétrovsky a Baldrian,
2013) pro vyhodnocovani amplikonovych sekvenci. Celad bioinformaticka analyza probihala
stejné jako v Certoryjském projektu. Vzorky byly podvzorkovany v ptipadé pliidy a opadu na

8000 nahodné zvolenych sekvenci pro kazdy vzorek, v ptipad¢ kotfenti na 3000 sekvenci pro

32



kazdy vzorek, coz bylo dulezité pro stanoveni bakterialni diverzity a dalSich indexi diverzity,
jako je napf. Shannon-Wiener index diverzity. VSechny statistické analyzy byly provedeny
v prostfedi R s vyuzitim balicki vegan, nlme, betapart a ecodist (R Core Team, 2016). Ve vSech
piipadech byly rozdily na hladiné p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné, ty které
byly v rozmezi 0,05 < p < 0,10 za margindln¢ vyznamné.

Byly vyneseny zavislosti Shannon-Wiener indexu diverzity a diverzity OTU (pocet
molekularnich druhli) na rostlinné diverzité (pocet rostlinnych druhti). Tyto zavislosti byly
statisticky testovany pomoci linearnich korelaci v R prostredi.

Déle byla provedena tzv. analyza indikatorovych druht v prostiedi R, ktera identifikuje
bakterie charakteristické pro pidu, opad a kofeny a byly vypocteny hodnoty specificity a
fidelity. Pokud se hodnota specificity rovnd 1, pak je OTU omezeno pouze na dany
kompartment. Hodnota fidelity urcuje, v jakém procentu vzorkli z daného kompartmentu se
konkrétni OTU nachézi.

Analyza spolecenstev byla zalozena na bakterialnich OTU (operational taxonomic unit)
vyskytujicich se s 0,5% relativnim zastoupenim alespont ve dvou vzorcich v celém datasetu.
Relativni zastoupeni OTU ve vzorcich byly standardizovany za pouziti Hellingerovy
transformace a jako charakteristika podobnosti spoleenstev ve vzorcich byla pouzita Bray-
Curtis distance. Udaje o chemismu pidy a opadu byly log-transformovany (s vyjimkou pH) a
pro statistickou analyzu byla pouzita Euklidovska distanéni matice. Vysledné OTU matice,
pudni a opadova matice byly pouzity v naslednych analyzach.

Pro vizualizaci rozdilti v bakterialnich spolecenstvech v ptde, v kofenech a v opadu byla
pouzita NMDS (Non-metric multidimensional scaling) ordinace s pouZitim Bray-Curtis
distance a pomoci funkce Adonis (PERMANOVA s uZitim 999 permutaci) byl otestovan vliv
kompartmentu a stanovena Adjusted R? hodnota. Jako nadstavbova statistickd funkce byl dale
pouzit Pairwise Adonis pro stanoveni odliSnosti mezi jednotlivymi kompartmenty a byla
stanovena Adjusted R? hodnota.

Pro zobrazeni vlivu chemie na sloZeni bakterialniho spoleCenstva v jednotlivych
kompartmentech byla separatné opét pouzita NMDS ordinace s vynesenim vektor
reprezentujicich chemické parametry prostiedi. V R prostiedi byla také testovana korelace
téchto vektorti s PCA osami. Dale byla stanovena hodnota 1, ktera zobrazuje miru korelace
mezi vektory a osami.

Pro popis prostoru byly sestrojeny PCNM (principal coordinates of neighbour matrices)
vektory zaloZzené na geografické vzdalenosti mezi experimentalnimi plochami (Borcard a

Legendre, 2002). Faktor prostoru byl potom reprezentovan témi PCNM vektory, které mély
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vyznamny vliv na slozeni bakterialniho spoleCenstva. Pidni a opadové parametry byly
charakterizovany PCA osami, které byly zkonstruovdny na zdkladé¢ meéfenych pudnich a
opadovych vlastnosti: obsah C, N, pH a obsah vody pro opad a pro ptidu jesté navic obsah piidni
organické hmoty. Byly testovany tfi matice pro slozeni spolecenstva rostlin — botanicky snimek
se zaznamem piitomnych rostlinnych druhti, snimek vzorkovani dle rozlozeni dominantnich
stromu a zastoupeni druhti ¢i skupin rostlin v analyzovanych kotfenech ziskané PCR amplifikaci
a analyzou markeru t7nL. Tyto matice byly pouzity pro vypocet distancnich matic zalozenych
na Jaccardové nebo Bray-Curtisové distanci uzitych dle typu botanickych dat. Matice byly
nasledné pouZity pro vypocet PCA os a byly pouzity jako riizna proxy reprezentujici vegetaci.

Shrnuti pouZitych vektorl i s vysvétlenou variabilitou viz. Tab. 1.

Tab. I: Pfehled pouzitych vektorti pro VarPart analyzu reprezentujicich prostor, vegetaci a chemii.

Testované rostlinné matice PCNM prostor PCA osy rostliny PCA osy chemie
Vzorkované stromy  |vektory 1,2,3,4,5,8,19,23 PC1-77,7%,PC2-12,9%, PC3-45% PC1-72,7%,PC2- 24,13 %, PC3 - 1,18 %
VarPart i inny
i Matice 'C’ST"""‘:Ch vektory 1,2,3,4,5,8,19,23| PC1-81,7 %, PC2-6,6%, PC3-4,4%, PC4-29% |PCL1-72,7 %, PC2-24,13 %, PC3- 1,18 %
Pida | kofenovych marker( trn(L)
Botanicky snimek (viechny |\ oy 19.3.4.5,8,19,23|PC1 - 30,52 %, PC2 - 15,65 %, PC3 - 8,47 %, PCA - 5,66 %|PC1 - 72,7 %, PC2 - 24,13 %, PC3 - 1,18 %
rostlinné druhy na ploge)
Vzorkované stromy vektory 1,2,3,4,5,8,19,23 PC1-77,7%,PC2-129%,PC3-45% PC1-72,7 %,PC2-2413 %,PC3-1,18%
_Maticerostinnych | v 12,345819,23| PCL-817%, PC2-6,6%, PC3 - 4,4 %, PCA-2,9%  |PCL-72,7 %, PC2 - 24,13 %, PC3 - 1,18 %
kofenovych markerd trn{L)
Botanicky snimek (viechny | 101 9.3.4.5,8,19,23|PC1 - 30,52 %, PC2 - 15,65 %, PC3 - 8,47 %, PCA - 5,66 %|PC1 - 72,7 %, PC2 - 24,13 %, PC3 - 1,18 %
rostlinné druhy na ploge)
Vzorkované stromy vektory 1,2,3,4,5,8,19,23 PC1-77,7%,PC2-129%,PC3-45% PC1-55,46 %, PC2-37,1%,PC3-4,2%
VarPart i inny
Maticerostiinnjch | 123,45,819,23| PCL-817% PC2-6,6% PC3-4,4%, PCA-2,9% | PCL- 5546 %, PC2 - 37,1%, PC3 - 4.2 %
Opad | kofenovych marker( trn(L)
Botanicky snimek (viechny | |\ o1 2.3,4.5,8,19,23|PCL - 30,52 %, PC2 - 15,65 %, PC3 - 0,47 %, PC4 - 5,66 %| PCL - 55,46 %, PC2 - 37,1 %, PC3 - 4,2 %
rostlinné druhy na plose)

Pro popis vlivu hlavnich faktorti ovliviiujicich slozeni bakterialniho spolecenstva byla
pouzita Variation partitioning analyza. Sestrojené PCNM a PCA vektory popsané vyse byly
pouzity jako proxy pro prostor, piidni a opadovou chemii a slozeni vegetace. Variation
partitioning analyza byla provedena pomoci funkce VarPart v balicku vegan v R prostiedi
(Oksanen et al., 2015). Slozeni spolecCenstev bakterii v pidé, v opadu i v kotfenech byla
analyzovdna samostatné¢. Vyznam dil¢ich segmenti byl testovan pomoci RDA s 999

permutacemi.
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5 Vysledky

5. 1 Experiment 1 — Determinanty diverzity a sloZeni spolecenstva bakterii v lucénim
ekosystému

5. 1. 1 Viastnosti pudy a vegetace

Luéni piida v NPR Certoryje byla mirné kysela s pH mezi 5,4 a 6,8 a méla relativné malé
rozdily v obsahu N (0,5-0,9%) a poméru C / N (6,6-11,0). Lokality se vSak znacné lisily v
mnozstvi dostupného P v rozmezi od 2 do 20 ppm, poméery C / P a N / P se také znacné liSily.
Mnozstvi biomasy kofenli ve svrchnich 10 cm ptdy se pohybovalo mezi 0,4 a 4,0 kg/m?
(Doplikova tabulka I). Podle vegetacniho priizkumu se diverzita rostlinnych druhti pohybovala
od velmi nizkych hodnot (tfi lokality s 1-3 druhy rostlin) az po velmi bohaté lokality (az 43
druhil rostlin na lokalite). Zajimavé je, Ze vegetace byla pomérné variabilni a lokality s nizkou
rostlinnou diverzitou vétSinou hostily rizné rostlinné druhy. Travy Festuca rubra, Bromus
erectus a  Brachypodium pinnatum se na lokalitich vyskytovaly nejéastéji

(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.6943043.v1).

5. 1. 2 Diverzita a sloZeni bakteridalniho spolecenstva

Po odstranéni chimerickych a nebakteridlnich sekvenci z datasetu zbylo pro analyzu
celkem 596 968 sekvenci bakteridlni 16S rDNA, které byly seskupeny celkem do 19 423 OTU.
Mnozstvi OTU ve vzorku nadzemnich ¢asti rostlin byl primérné 504 (pohybovalo se v rozmezi
163 — 1025 OTU), v kotenech to bylo 1361 OTU (912 — 1699 OTU), v piidé 1622 OTU (1376
— 1913 OTU). Dle vysledki GLM Zadna z testovanych environmentdlnich proménnych
neovlivilovala bakteridlni diverzitu ani v kofenech, ani v pud¢, avSak bakteridlni diverzita
v nadzemnich rostlinnych ¢astech vyznamné korelovala (p = 0,005) s diverzitou rostlin. Vztah
mezi rostlinnou diverzitou a bakterialni diverzitou v nadzemich ¢astech rostlin byl pozitivni a
vysvétloval 27% wvariability v datech. Kromé rostlinné diverzity Zadnad z testovanych

proménnych neovlivitiovala bakteridlni diverzitu v nadzemnich ¢astech rostlin (Obr. 12).
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Obr. 12: Zavislost mezi bakterialni diverzitou (poctem OTU) a rostlinnou diverzitou (pocet rostlinnych
druhit) v nadzemnich ¢astech rostlin, kofenech a pade.

Bakteridlni sekvence patfily hlavné kmenu Proteobacteria (konkrétné 67,1% v
nadzemnich cCastech rostlin, 29,3% v kotfenech a 8,6% v pid€¢) a kmenu Actinobacteria
(konkrétne 10,1% v nadzemnich ¢astech rostlin, 16,7% v kotenech a 12,7% v pad¢). Predev§im
v kofenech a v ptd¢ byl také vyznamny kmen Verrucomicrobia (konkrétné 9,4% v kotfenech a
25,5% v pad¢). U nadzemnich ¢asti rostlin byly nejvice zastoupeny bakterialni rody Vibrio,
Pantoea a Pseudomonas, které patfi do tfidy Gammaproteobacteria. U kotfenli byly nejvice
zastoupeny bakteridlni rody Vibrio, Chthoniobacter (kmen Verrucomicrobia) a
Paeniglutamicibacter (kmen Actinobacteria). V pid¢ byly nejvice zastoupeny bakteridlni rody

Chthoniobacter, Gaiella (kmen Actinobacteria) a Paenibacillus (kmen Firmicutes) (Obr. 13).
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Obr. 13: Relativni zastoupeni dominantnich bakterialnich rodd v nadzemnich ¢astech rostlin, kofenech a

pude.

NMDS ordinace ukéazala jasnou odliSnost v bakteridlnich spole¢enstvech mezi

jednotlivymi habitaty (Obr. 14). Byl potvrzen silny vliv habitatu (PERMANOVA, p < 0,001)

vysvétlujici az 50% variability ve slozeni bakteridlniho spolecenstva. Nebyl detekovan zadny

jasny vliv rostlinné diverzity na slozeni spoleCenstva (p = 0,213).
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Obr. 14: Rozdily ve sloZeni bakterialniho spoleenstva v nadzemnich ¢astech rostlin, v kofenech a v
pude, zobrazeni pomoci NMDS diagramu (body v diagramu ukazujici slozeni na trovni jedné lokality).

Bakterialni spolecenstva byla prostorové strukturovand. PCNM vektory jedna, dva a
Ctyfi, vyjadfujici prostorové vztahy mezi vzorky, vyznamné korelovaly se slozenim
bakteridlniho spoleCenstva v nadzemnich ¢éastech rostlin, v kofenech a v padé¢. Tyto vektory
byly néasledné pouzity pro Variation partitioning (Obr. 15). Ackoliv tato analyza neodhalila
vyznamné U¢inky zadného z testovanych faktord, faktory prostoru a vegetace spole¢né
vysvétlovaly 14% variability ve slozeni spolecenstva v nadzemnich ¢astech rostlin. Pudni
parametry byly vyznamnym prediktorem sloZeni bakteridlniho spolecenstva v kotenech, kde
vysvétlovaly 5% celkové variability (p = 0,035). Cisty vliv prostoru & vegetace nebyl v
kotenech zaznamenan, ackoliv plidni parametry a prostor spole¢né vysvétlovali 9% variability
ve slozeni bakteridlniho spoleCenstva v kofenech. Dale analyza vysvétlila vysokou celkovou
variabilitu (42%) ve sloZeni pidnich bakteridlnich spoleCenstev. VéEtSina vysvétlené variability

(35%) byla vsak piipisovana kombinaci piidni chemie a prostorové distribuce.

38



Prostor
a)

PGdni

parametry Vegetace

b) Prostor

)
PGdni 0.0

parametry Vegetace

Pldni

parametry Vegetace

Obr. 15: Variation partitioning analyza vlivu prostoru, vegetace a pudnich parametrd na slozeni
spoleCenstva bakterii v [u¢nich ekosystémech. Hodnoty v grafu zvyraznéné tucné** jsou statisticky vyznamné (a
- nadzemni ¢asti rostlin, b - kofeny, ¢ — puda).
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5. 2 Experiment 2 — Determinanty diverzity a sloZeni spolecenstva bakterii v lesnim
ekosystému

5. 2. 1 Viastnosti pidy, opadu a vegetace

Lesni ptidy v Narodnim parku Sumava byly rozdilné jak po chemické strance, tak
vegetaci. Piida byla kysela s pH v rozmezi 3,5 az 5,2, méla relativné velké rozdily v obsahu C
(4,6-46,7 %) a N (0,2-2,9 %). Lokality se také velmi liSily v obsahu organické hmoty 3,8-96,6
% a obsahu vody 21,8-86,5 % (tato hodnota vSak zfejmé¢ v ¢ase kolisd). U opadu se pH
pohybovalo v rozmezi 3,6-5,3. Obsah C kolisal mezi 26,0-42,8%, obsah N mezi 1-2 % a obsah
vody mezi 37,5-88,5% (Doplitkova tabulka II. a Obr. 16). Pocet rostlinnych druhti na plochach
dosahoval jak nizkych hodnot (dvé plochy s 8 a 11 rostlinnymi druhy), tak hodnot velmi
vysokych (s 52-72 rostlinnymi druhy na plose). Jednotliva rostlinna patra pies vSechny
experimentalni plochy byla slozena z riiznych druhii rostlin. Mechové patro se skladalo z 20
druhil rostlin, bylinné patro se skladalo ze 182 druhti rostlin, stromové patro z 12 druhi stromd.

Kromé smrku ztepilého (Picea abies) byly nejCastéji se vyskytujici stromy buk lesni
(Fagus sylvatica) a borovice lesni (Pinus sylvestris). Nejcastéji vyskytujici se rostlinné druhy
bylinného patra byly brusnice boruvka (Vaccinium myrtillus) a titina chloupkata
(Calamagrostis villosa). Mezi nej€ast€j$i mechy pattily dvouhrotec (Dicranum sp.) a plonik

(Polytrichum sp.) (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.6943055.v1).
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Obr. 16: Chemické parametry a obsah vody pro piidu a opad.

5. 2. 2 Diverzita a sloZeni bakteridalniho spolecenstva

Z puvodniho datasetu 3 209 867 sekvenci bylo po odstranéni chimerickych a
nebakteridlnich sekvenci (zejména 16S sekvence rostlinnych plastidi v kotenech) celkem
ziskano 2 156 044 sekvenci bakteridlni 16S rDNA, které byly seskupeny do 28 746 OTU. Po
podvzorkovani datasetu byla stanovena primérnd bakteridlni diverzita v jednotlivych
kompartmentech a byly spocteny indexy diverzity. Pfi vyneseni zavislosti Shannon-Wienerova
indexu diverzity na rostlinné diverziteé, a stejné tak pii vyneseni zéavislosti po¢tu OTU na
rostlinné diverzité, byla potvrzena vyznamna korelace ve vSech tfech habitatech (Obr. 17, Obr.
18). Vztah mezi rostlinnou diverzitou a bakterialni diverzitou byl pozitivni v kofenech, v opadu

ivpude.
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Bakterialni sekvence patfily hlavné do kmene Proteobacteria (konkrétné 28,8% v pude,
27,7% v opadu a 33,7% v kotenech), Acidobacteria (21,2% v pad¢, 18,5% v opadu a 14,4% v
kotenech) a Actinobacteria (konkrétné 9,7% v piidé, 10% v opadu a 15,7% v kotenech). V ptdé
byly nejvice zastoupeny bakteridlni rody Rhodoplanes (Alphaproteobacteria), Actinoallomurus
a Acidobacterium. U kofeni byly nejvice zastoupeny rody Bradyrhizobium
(Alphaproteobacteria), Actinomadura a Rhodoplanes, v opadu to byly rody Granulicella
(Acidobacteria), Bradyrhizobium a Acidobacterium (Obr. 19).
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Obr. 19: Relativni zastoupeni dominantnich bakterialnich rodt v pid¢, v opadu a v kotenech.
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Provedend analyza indikatorovych druhti naznacila, které bakterie se specificky vyskytuji
v daném habitatu (Tab. II, III, IV). V ptde¢ se jednalo pfedevsim o abundantni bakterie z kmene
Acidobacteria a Proteobacteria. V opadu bylo spektrum specifickych bakteridlnich kment §irsi,
v kotfenech to byly hlavné Actinobacteria, Bacteroidetes a Proteobacteria. Za zminku dale stoji
tyto bak. rody vyznacené v tabulkach, které patii v daném habitatu mezi Cetné a jsou
charakteristické vysokymi hodnotami specificity (hodnota specificity rovna 1, pak je OTU
omezeno pouze na dany kompartment) a fidelity (urcuje v jakém procentu vzorka z daného
kompartmentu se konkrétni OTU nachdzi). Pro ptdu se jedna o bakterialni rody Desulfomonile
a Thermogemmatispora, pro opad se jednd o Frigoribacterium, Mucilaginibacter a

Thermosinus, pro koteny potom o Nocardia, Enterococcus, Actinospica a Actinomadura.

Tab. II: Bakterialni OTU, specifické pro pidu.

o o Pida Opad Kofeny
oTU Kmen Rod Specificita  Fidelita  p hodnota {abundance %) (abundance %) (abundance %)
CLO0116 Proteobacteria @Jfoﬂr@ 0.9276 0.9310  0.0001*** <031 > 0,01 0,01
CLO0198 Proteobacteria  Wenzhouxiangella 0.9073 0.7931  0.0001*** 0,16 0,00 0,01
CL00126  Chloroflexi 0.8897 0.7759  0.0001*** 0,01 0,03
CL00187 Proteobacteria  Crenothrix 0.8740 0.9310 0.0001*** 0,18 0,00 0,02
CLO0167 Proteobacteria  Steroidobacter 0.8641 0.7241 0.0001*** 0,20 0,01 0,02
CLO0096  Proteobacteria 0.8396 1.0000  0.0001*** 0,04 0,04
CLO0171 Chloroflexi Thermogemmatispora 0.8341 0.7414 0.0001*** 0,23 0,02 0,03
CLO0094 Proteobacteria  Steroidobacter 0.8298 0.8966 0.0001*** 0,39 0,02 0,06
CLO0016  ProteobacteriaC_Desulfomonile >  0.8096 1.0000  0.0001*** 0,30 0,20
CLO0036 Proteobacteria  Azospirillum 0.7957 1.0000  0.0001*** 0,97 0,10 0,15
CLO0087 Firmicutes Bacillus 0.7675 0.9310 0.0001*** 0,40 0,09 0,03
CL00217 Proteobacteria  Methyloligella 0.7622 0.8793 0.0001*** 0,16 0,01 0,04
CLO0120 Proteobacteria  Azospirillum 0.7397 0.8448 0.0001*** 0,27 0,01 0,08
CLO0063 Firmicutes Ruminococcus 0.7248 1.0000 0.0001*** 0,52 0,08 0,12
CLO0110 Proteobacteria  Desulfomonile 0.7143 1.0000 0.0001*** 0,30 0,07 0,05
CLO0106 Verrucomicrobia Terrimicrobium 0.6965 0.7414 0.0001*** 0,35 0,06 0,09
CLOOO80 Proteobacteria  Pseudolabrys 0.6934 0.9828 0.0001*** 0,39 0,09 0,08
CLO0068 Verrucomicrobia Terrimicrobium 0.6764 0.9138  0.0001*** 0,46 0,13 0,09
CLO0151 Proteobacteria  Thiodictyon 0.6755 0.9655 0.0001*** 0,20 0,05 0,05
CL00169 Planctomycetes Gemmata 0.6733 0.9655 0.0001*** 0,18 0,03 0,05
CLO0192 Proteobacteria  Stella 0.6696 0.7414 0.0001*** 0,16 0,01 0,07
CLO0082 Proteobhacteria  Sedimenticola 0.6496 0.9828 0.0001*** 0,36 0,14 0,06
CLoD128 Proteobacteria  Pseudolabrys 0.6489 0.9828 0.0001*** 0,26 0,06 0,09
CLOOD20 Proteobacteria Methylobacter 0.6427 1.0000 0.0001*** 1,56 0,22 0,64
CLO0038 Acidobacteria Acidipila 0.6386 1.0000 0.0001*** 0,79 0,27 0,18
CLo0118 Proteobacteria  Halochromatium 0.6322 1.0000  0.0001*** 0,26 0,08 0,07
CLO0019 Acidobacteria Acidobacterium 0.6269 1.0000 0.0001*** 1,73 0,37 0,66
CLOD010 Acidobacteria Terriglobus 0.6233 1.0000 0.0001*** 2,63 0,63 0,95
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Tab. III: Bakterialni OTU, specifické pro opad.

[ Pada Opad Kofeny
oTuU Kmen Rod Specificita Fidelita  p hodnota (abundance %) (abundance %) (abundance %)
CL00123 Firmicutes Caldicoprobacter 0.8535 0.6034 0.0001%** 0,04 0,34 0,02
CLO0058  Actinobacteria 0.8431  1.0000  0.0001*** 0,02 0,11
CL00182 Acidobacteria Edaphobacter 0.8405 0.9828  0.0001*** 0,01 0,21 0,03
CL00247 Actinobacteria  Solirubrobacter 0.8281  0.8621  0.0001*** 0,00 0,16 0,03
CL00114 Actinobacteria  Jatrophihabitans 0.8254  0.9828  0.0001*** 0,01 0,36 0,06
CLO0042  Bacteroidetes C_Mucilaginibacter > 0.8052  1.0000  0.0001*** 0,05 0,18
CLO0161 Proteobacteria  Bradyrhizobium 0.8049 0.8966 0.0001%** 0,01 0,21 0,05
CLO0074  Firmicutes 0.7786  1.0000  0.0001*** 0,09 0,06
CLO0108 Proteobacteria  Variovorax 0.7765 0.9655 0.0001*** 0,03 0,36 0,08
CLO0088 Acidobacteria Granulicella 0.7693 1.0000  0.0001*** 0,03 0,44 0,10
CL00219 Proteobacteria Pseudomonas 0.7475 0.9138  0.0001*** 0,01 0,19 0,05
CLD0191 Actinobacteria  Actinoallomurus 0.7089  0.9655  0.0001*** 0,03 0,20 0,05
CLOD143 Acidobacteria Granulicella 0.6954 1.0000 0.0001*** 0,01 0,27 0,11
CLD0104 Acidobacteria Granulicella 0.6584  1.0000  0.0001*** 0,04 0,36 0,14
CLD0154 Verrucomicrobia Limisphaera 0.6555  0.9138  0.0001*** 0,05 0,17 0,04
CL00129 Firmicutes Desulfotomaculum 0.6413 1.0000 0.0001*** 0,09 0,26 0,05
CL0O0071 Proteobacteria  Burkholderia 0.6407  1.0000  0.0001*** 0,04 0,45 0,22
CL00148 Acidobacteria Granulicella 0.6331 1.0000  0.0001*** 0,02 0,24 0,12
CLO00D91 Proteobacteria  Candidatus_Stammeru 0.6296  0.9483  0.0001*** 0,13 0,36 0,08
CLO0055 Bacteroidetes Mucilaginibacter 0.6254 1.0000 0.0001*** 0,12 0,60 0,24
CL00024 Acidobacteria Terriglobus 0.6005 1.0000 0.0001*** 0,46 1,20 0,34

Tab. IV: Bakterialni OTU, specifické pro koteny.

e Pida Opad Koreny
oTU Kmen Rod Specificita Fidelita  p hodnota (abundance %) (abundance %) (abundance %)
CL00227  Actinobacteria C_Nocardia 0.96606 0.86207 0.0001*** 0,01 0,01 0,43 )
CL0O0156  Firmicutes 0.95695 0.77586 0.0001*** 0,02 0,01 0,70D
CL0O0328  Synergistetes Aminomonas 0.95308 0.70690 0.0001*** 0,01 0,01 0,26
CLO0257  Proteobacteria  Steroidobacter 0.92859 0.98276 0.0001*** 0,01 0,02 0,38
CL00274  Verrucomicrobia Persicirhabdus 0.90115 0.81034 0.0001*** 0,00 0,04 0,35
CL00437  Proteobacteria  Nitrospirillum 0.89565 0.94828 0.0001*** 0,01 0,01 0,19
CL00266  Actinobacteria  Sinosporangium 0.87677 0.94828 0.0001*** 0,01 0,02 0,27
CL00356  Actinobacteria  Actinoallomurus 0.87102 0.89655 0.0001*** 0,01 0,03 0,22
CLO0163  Actinobacteria  Actinomadura 0.85622 0.87931 0.0001*** 0,04 0,04 0,45
CLO0073  Actinobacteria 0.85602 1.00000 0.0001*** 0,03 0,17 1,20p
CL00041  Actinobacteria 0.84949 1.00000 0.0001*** 0,16 0,22 2,13
CL0O0371  Actinobacteria  Streptomyces 0.84934 0.75862 0.0001*** 0,00 0,03 0,19
CL00345  Proteobacteria Lacibacterium 0.84144 0.87931 0.0001*** 0,03 0,01 0,20
CL0O0117  Proteobacteria  Aguaspirillum 0.77583 1.00000 0.0001*** 0,06 0,10 0,56
CLO0183 Bacteroidetes Chitinophaga 0.72915 0.93103 0.0001*** 0,01 0,11 0,31
CLO0012  Actinobacteria  Actinomadura 0.68541 1.00000 0.0001*** 0,47 1,24 3,73
CL0O0029  Proteobacteria  Steroidobacter 0.68319 1.00000 0.0001*** 0,42 0,45 1,88
CLO0175 Actinobacteria  Streptomyces 0.65293 0.93103 0.0001*** 0,03 0,13 0,30
CLO0251  Firmicutes Desulfotomaculum 0.64674 0.98276 0.0001*** 0,02 0,09 0,19
CL0O0018  Bacteroidetes Flavisolibacter 0.61820 1.00000 0.0001*** 0,29 1,36 2,67
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NMDS ordinace (Obr. 20) ukédzala odliSnost v bakteridlnich spolecenstvech mezi
jednotlivymi habitaty a tento silny vliv byl potvrzen PERMANOVou (p < 0,001) vysvétlujici
az 36% variability ve sloZeni bakteridlniho spolecenstva. Rozdily byly vyznamné jak mezi
ptdou a opadem (p = 0,001, AdjR? = 34, 8%), tak mezi ptidou a kofeny (p = 0,001, AdjR? =
31, 8%) i mezi opadem a kofeny (p = 0,001, AdjR? = 21,6 %).
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Obr. 20: Rozdily ve slozeni bakterialniho spolecenstva v ptidé, v kofenech a v opadu - zobrazeni pomoci
NMDS diagramu, body v diagramu ukazujici sloZeni na Grovni jedné experimentalni plochy.

Analyza vlivu chemickych parametrii na slozeni bakteridlniho spolecenstva naznacila
silny vliv pH ve vSech tech habitatech - v ptidé€, v opadu i v kofenech (pro kompartment kofenti
byla pouzita chemie pidy), Obr. 21, Obr. 22, Obr. 23, Tab. V. Pro spolecenstvo pidy byly dale
vyznamné obsah C i obsah vody a plidni organické hmoty. Prostorové rozmisténi vektort
v opadu ukazovalo na vysS§i heterogenitu v chemickych vlastnostech opadu ovliviiyjicich
slozeni bakteridlniho spolecenstva, nez tomu bylo v piidé a kotenech. V piipadé kotfenti byl

dal§im vyznamnym faktorem obsah vody v ptudé¢.
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Obr. 21: Korelace pH a dalsich chemickych parametri ptidy s osami NMDS sloZeni bakterialniho
spolecenstva v pudé (hodnoty pH zobrazeny jako barevné odstiny).
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Obr. 22: Korelace pH a dalSich chemickych parametr opadu s osami NMDS slozZeni bakterialniho
spolecenstva v opadu (hodnoty pH zobrazeny jako barevné odstiny).
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Obr. 23: Korelace pH a dalSich chemickych parametri ptidy s osami NMDS slozZeni bakterialniho
spolecenstva v kofenech (hodnoty pH ptidy zobrazeny jako barevné odstiny).

Tab. V: Korelace chemickych parametrti s PCA osami v jednotlivych NMDS diagramech.

PGdni kompartment - Opadovy kompartment - | Kofenovy kompartment -
chemie pady chemie opadu chemie pady
r p hodnota r? p hodnota r2 p hodnota
pH 0.8264 0.001*** 0.7051 0.001*** 0.7560 0.001***
N% 0.4410 0.001*** 0.2351 0.001*** 0.1925 0.001***
C% 0.6968 0.001*** 0.2662 0.001*** 0.4046 0.001***
c/N 0.3601 0.001*** 0.3823 0.001*** 0.3776 0.001***
ObsahVody_puda(opad) %| 0.6747 0.0071%** 0.2635 0.001%** 0.4520 0.001***
Pldni organicka hmota 0.6373 0.001*** - - 0.3671 0.001***

Analyza vlivu vegetace na sloZeni spolecenstva bakterii byla provedena nezavisle
s vyuzitim riznych vegetacnich parametri (celkové slozeni spoleCenstva rostlin, slozeni
stromového patra, slozeni kofenit — marker #rnl (Tab. VI, Obr. 24). NejlepSim vysvétlujicim
faktorem byly botanické snimky (tabulky pfitomnosti jednotlivych druhii rostlin na
studovanych lokalitach; Tab. VI). Tyto botanické snimky vysvétlovaly nejvice variability
v datech pro sloZeni spoleCenstev bakterii ve vSech habitatech. VarPart analyza déle také
odhalila ucinky vSech testovanych faktor (prostor, chemie pidy a vegetace), které spolecné
vysvétlovaly 48% variability v datech pro sloZzeni spolecenstva pidy (Obr. 24 a). Podobna
situace byla zobrazena také v opadu, kde statisticky vyznamnymi prediktory pro slozeni

bakteridlniho spoleCenstva byly opét vSechny tii testované faktory, které dohromady
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vysvétlovaly 42% variability (Obr. 24 b). Vyznamnéj$

r

1

v

Cisty vliv vegetace se zdal byt v

kotenech (8% variability), ackoliv ptidni parametry i prostor byly také vyznamnymi prediktory

pro slozeni bakterialniho spolecenstva v tomto kompartmentu (Obr. 24 c).

Tab. VI: VarPart analyza vlivu prostoru, vegetace a chemickych parametrii na slozeni spolecenstva bakterii

v lesnich ekosystémech. Zobrazeni tfech riznych vegeta¢nich matic pouzitych jako proxy ve VarPart analyze.
Hodnoty zvyraznéné tuéné jsou statisticky vyznamné *** p < 0,05, ** 0,05 <p <0,1.

Testované rostlinné matice PROSTOR (x1) | VEGETACE (x2)| CHEMIE (x3) Interakce
x1+x2 [x2+x3 [x1+x3 |xl+x2+x3

Vzorkované stromy 0,16%** 0,00 0,13%** 0,02 0,03 0,00 0,03

VarPart . L . . o
pada Matice rostlinnych kofenovych marker( trn{L) 0,15%** 0,01 0,13%** 0,03 0,03 0,00 0,03
Botanicky snimek {vSechny rostlinné druhy na plose) 0,10%*= 0,11%*= 0,09%** 0,08 0,07 0,03 0,00
Vzorkované stromy 0,07*** 0,02* 0,05%* 0,02 0,03 0,00 0,00
Matice rostlinnych kofenowych markerd trn(L) 0,07*** 0,04** 0,05*%* 0,02 0,03 0,00 0,10
Botanicky snimek {vSechny rostlinné druhy na plose) 0,05%* 0,08%*= 0,03** 0,04 0,04 0,01 0,00
Vzorkované stromy 0,13%** 0,03** 0,12%** 0,02 0,03 0,00 0,04

VarPart . L . . o
Opad Matice rostlinnych kofenovych marker( trn{L) 0,13%** 0,04** 0,13%** 0,02 0,03 0,00 0,04
Botanicky snimek {vSechny rostlinné druhy na plose) 0,09%*= 0,08%*= 0,07%** 0,05 0,08 0,00 0,05
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Obr. 24: VarPart analyza vlivu prostoru, vegetace (botanické snimky) a chemickych parametrti na slozeni
spoleCenstva bakterii v lesnich ekosystémech. Hodnoty v grafu zvyraznéné tu¢né jsou statisticky vyznamné *** p
<0,05, ** 0,05 <p<0,l (a—pida, b - opad, ¢ — kofeny).
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6 Diskuse

6. 1 Experiment 1 - Determinanty diverzity a sloZeni spoleCenstva bakterii v lucnim

ekosystému

Rostlinna diverzita byva jednim z nejcastéji testovanych prediktort vysvétlujici diverzitu
bakterialniho spoleenstva v pidé, rhizosféfe &i kofenech vegetace. Studie v NPR Certoryje
prokazala pozitivni vztah mezi diverzitou rostlin a diverzitou bakterii, avSak tento vztah byl
prikazny pouze v nadzemnich ¢astech rostlin. Nebyl pozorovan zadny vztah mezi diverzitou
rostlin a diverzitou bakterii v kofenech nebo pudé. Toto zjisténi podporuje nasi hypotézou o
klesajicim u¢inku rostlinné diverzity od nadzemnich ¢ésti rostlin, ptes kofeny do pudy. Je také
v souladu s vysledky Prober (2014) naznacujici, ze v lokalnim méfitku rostlinna alfa diverzita
pouze slab¢ koreluje s bakterialni diverzitou v pidé. Déle v praci Millard a Singh (2010) autofi
poukazuji na to, ze fyzikélni a chemické vlastnosti prostfedi mohou vyznamnéji ovliviiovat
pudni mikrobialni spolecenstvo a je tézké oddélit vliv vegetace od ostatnich faktort, jako je
napiiklad pH. Pro rostlinnd spoleCenstva se pidni chemie zdd byt dalezitym prediktorem
rostlinné diverzity, ktera typicky klesa se stoupajicim obsahem zivin (Stevens et al., 2004). V
pozorovanich nebyl zjistén vztah mezi chemismem piidy a bakterialni diverzitou, coz mtize byt
¢astecné zplsobeno nizkou variabilitou v né€kolika proménnych plidni chemie, v rdmci malé
oblasti, kterou jsme studovali.

Z taxonomického zarazeni je patrno, ze mezi dominantni bakteridlni kmeny v luéni ptidé
patfily kmeny Proteobacteria a Actinobacteria, coz potvrzuji i jiné prace zabyvajici se lucnimi
ekosystémy (Kaiser et al., 2016). Dale byly v padeé jako ¢etné zaznamenany kmeny Firmicutes
a Verrucomicrobia. Vyskyt zastupcli z kmene Firmicutes je charakteristicky v mineralnich
pudach, v piipadé kmene Verrucomicrobia byla zajimava vysokd abundance rodu
Chthoniobacter, ktery se pravdépodobné podili na rozkladu organické hmoty v pudé (Llad6 et
al.,2017). Kmen Verrucomicrobia je také potvrzen jako kmen abundantni v ptidé, spekuluje se
o zvySovani jeho abundance s ptidni hloubkou, neni ale jasné zda kvili preferenci oligotrofniho
prostfedi nebo kvili osidlovani specifickych mikronik (Llad6 ef al., 2017). Neni pifekvapenim,
ze bakterialni kmeny Proteobacteria a Actinobacteria byly dominantnimi v kompartmentu
kotenil. Nedavné studie lu¢nich ekosystému shrnuly, ze prostiedi kofenil a rhizosféra obsahuje
pfevazné kmeny Proteobacteria, Actinobacteria a Bacteroidetes (Ai et al., 2015; Lundberg et
al.,2012; Shi et al., 2015). Jak uz bylo zminéno, mikrobidlni spoleCenstva rostlinné fylostéry

vykazuji vysokou variabilitu a pomérné nizkou diverzitu (Bodenhausen et al., 2013; Redford a
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Fierer, 2009), toto odpovidé také vysledkiim v kompartmentu nadzemnich ¢asti rostlin. Za
povSimnuti stoji vysoce zastoupeny bakteridlni rod Vibrio. Zastupci tohoto rodu patii mezi
rostlinné endofyty a bakterie podporujici rast rostlin (Alagarasan et al., 2017; Tariq et al.,
2016). Rod Pseudomonas byl také popsan jako hojné zastoupené endofytické bakterie u
ruznych druhti rostlin (Vorholt, 2012).

Bylo zjisténo, ze slozeni bakteridlnich spolecenstev je odlisné ve vSech tiech studovanych
habitatech, presto bylo pozorovano urcité prekryti ve sdilenych bakteridlnich taxonech, a to
piredevsim mezi ptidou a kofeny a mezi kofeny a nadzemnimi ¢astmi rostlin. VIiv rostlinné
diverzity na slozeni bakteridlnich spolecenstev nebyl pozorovan v zadném studovaném
habitatu. Toto zjisténi je v souladu s pfedchozimi poznatky o travnich ekosystémech (Lebeis,
2015; Sasse et al., 2018) a podporuje nase predpoklady o riznych zdrojich kolonizace pro
nadzemni i podzemni mikrobidlni spolecenstvo, a také o riznych faktorech ovliviiujicich
sloZzeni spoleCenstva. V nedavné dob¢ byla potvrzena specificita kofenovych mikrobiomu
vazana na druh rostliny. Zda se, ze rostliny pouzivaji druhové specificky selektivni
mechanismus pii ovlivitovani kofenovych mikrobiomu (Dean ef al., 2015).

V této studii byl déle testovan vliv sloZeni vegetace, piidni chemie a prostoru na slozeni
bakterialniho spolecenstva v pud¢, v kofenech a v nadzemnich ¢astech rostlin. Pro nadzemni
¢asti rostlin prostor a vegetace vysvétlovaly nejvic z pozorovatelné variability v datech, ale
samostatné zadny z téchto faktorl nebyl vyznamny. Nebyl nalezen zadny vyznamny vliv
vegetace ani v kompartmentu kofent ani v pud€. Zajimavé jsou vysledky prace Regan (2014),
kde byl mimo jiné také zkouman vliv rostlin na sloZeni bakteridlniho spolecenstva v ptidé
travnich ekosystémtl. Zde byl vliv rostlin potvrzen jako vyznamny pouze v letnim obdobi, kdy
jsou rostliny nejvice aktivni. Zatimco prostorova struktura spoleCenstev pozitivné korelovala s
fyzikéalnimi a chemickymi vlastnostmi pidy pifedev§im na jafe a na podzim.

Pidni chemie byla identifikovana jako faktor, prikazné ovliviujici slozeni bakterialniho
spoledenstva v kofenech a vpadé. Cisty vliv pidni chemie byl vyznamny piedeviim
v kotenech. Sdileny vliv pidni chemie spolecné s prostorem vysvétloval 9% variability
v kotenech a 35% variability v piidé. Toto je v souladu s pfedchozimi studiemi, na jejichz
zakladé jsme predpokladali, Ze nckteré bakterie se mohou vyskytovat v plidnich
mikrohabitatech, kde je mozny pouze omezeny vliv rostlin a tyto mikrohabitaty jsou ovlivnény
spiSe obsahem zivin nez aktivitou rostliny konkrétniho druhu (Fierer, 2017; Llado et al., 2017).
Prostor byl vyznamnym faktorem ovlivilujicim sloZeni bakteridlniho spolecenstva piedevsim
v pudé. Tato skutecnost podporuje vyznam lokélnich podminek, které miizeme povazovat za

nezavislé vzhledem k pokryti vegetaci. Prostorova heterogenita ptidy byla potvrzena jako dalsi
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dalezity faktor ovlivitujici mikrobidlni pidni spolecenstvo (Ritz et al., 2004; Singh et al., 2009).
Tato heterogenita miize zahrnovat jak nestanovované chemické vlastnosti pidy, tak naptiklad

vlhkost (Baldrian ef al., 2010b; Snajdr et al., 2013).

6. 2 Experiment 2 - Determinanty diverzity a sloZeni spoleCenstva bakterii v lesnim

ekosystému

V lesnich ekosystémech byl nalezen prikazny pozitivni vztah mezi diverzitou rostlin a
diverzitou bakterii ve vSech tfech studovanych habitatech: v opadu, v pad¢ i v rostlinnych
kotenech. Toto zjisténi podporuje nasi hypotézu, ze diverzita rostlin bude ovliviiovat diverzitu
bakteridlniho spolecenstva v opadu, v kotfenech a v pad¢. Piesto byl vyznamny vliv rostlinné
diverzity hlavné v habitatu pidy castecné ptrekvapujici. Podobny vztah v lucni pidé nebyl
pozorovan, na druhou stranu vliv rostlin na slozeni mikrobidlnich spolecenstev piedevsim
v lesni ptdé byl prokazan v n€kolika pracich (Barberan et al., 2015; Urbanova et al., 2015;
Gibbons et al., 2017).

Lesni pudy patii mezi nejriznorodéjsi prosttedi na Zemi, ve kterém jsou bakterie nejvice
zastoupenymi mikroorganismy vibec (Hardoim et al., 2015). I presto, ze se bakterialni
spoleCenstva li§i mezi jednotlivymi plidnimi horizonty, bakteridlni kmeny Acidobacteria,
Actinobacteria, Proteobacteria a Bacteroidetes jsou nejvice zastoupenymi kmeny jak
v organickém, tak v minerdlnim horizontu v lesnich ptdach (Lopez-Mondéjar et al., 2015).
Z taxonomickych analyz padniho spoleenstva na Sumavé je patrné, Ze nejvice abundantni
kmeny byly Proteobacteria, Acidobacteria a Actinobacteria. Pfestoze pro analyzy bylo pouZzito
pouze 10 cm svrchni plidy (pfevazné tedy organicky horizont) a kmeny Proteobacteria a
Bacteroidetes byvaji nejvice obohaceny praveé v organickém horizontu (Baldrian ef al., 2012),
jsme kmen Bacteroidetes jako abundantni v piidé nedetekovali. V nedavnych studiich bylo déle
potvrzeno, ze Acidobacteria a Alphaproteobacteria jsou charakteristické pro kyselé pludy
jehli¢natych lesti (Baldrian et al., 2012), coz odpovida také nasim pozorovanim. Nékolik
informaci navic si zaslouzi diive opomijeny kmen Acidobacteria, jeho zastupci obyvaji
prostiedi s nejriznéjsim obsahem uhliku, patii mezi Spatné kultivovatelné bakterie, stejné jako
napft. kmen Planctomycetes, piestoze oba dva tyto kmeny jsou pomérné bézné v lesnich ptidach
(Llado et al.,2017). Nekteré acidobakterie zijici v lesnich pidach vyuzivaji uhlik z celulozy a
produkuji vysoké titry extracelularnich enzymi (Stursova et al., 2012). Stejné jako ve studii
v Narodni ptirodni rezervaci Certoryje jsme zjistili, Ze slozeni bakterialnich spoleenstev je

odlisné ve vSech tfech studovanych habitatech. Pfi porovnani habitatu pidy a opadu jsme
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v opadu zaznamenali vyssi relativni zastoupeni kmene Bacteroidetes a tfidy Betaproteobacteria,
konkrétné rodu Burkholderia. Bylo potvrzeno, Ze pii rozkladu opadu hraji dilezitou roli kmeny
Bacteroidetes a Acidobacteria (Llado ef al., 2017). V habitatu kofenii bylo zaznamenéano vyssi
zastoupeni kmene Proteobacteria  (Burkholderia,  Bradyrhizobium, Pseudomonas,
Rhodoplanes) a Actinobacteria a nizsi zastoupeni kmene Acidobacteria v porovnani s ptidou a
opadem. Vysledky jsou v souladu s pfedchozimi studiemi tykajicimi se rhizosférniho
mikrobiomu, ktery je obohacen nejcastéji kmeny Proteobacteria (Burkholderia, Rhizobium, a
Pseudomonas), Actinobacteria a Bacteroidetes (Llado et al., 2017; Sasse et al., 2018).

Byla provedena analyza specificky se vyskytujicich bakterii ve studovanych habitatech
(Tabulky 1II, I, IV). Pro pudu byly charakteristické rody Desulfomonile a
Thermogemmatispora. Desulfomonile je striktné¢ anaerobni gramnegativni rod provadéjici
respiraci siranu (He et al., 2010). Thermogemmatispora patii mezi sporulujici grampozitivni
bakteridlni rod, jehoz zastupci byli izolovani z geotermalnich pid a také napt. spadaného listi
(Yabe et al., 2011). Pro opad byl charakteristicky rod Frigoribacterium znamy schopnosti
rozkladat celuldzu (Tlaskal et al., 2016), Mucilaginibacter potencidlné mykofagni bakterialni
rod rozkladajici také celulézu (Stursové et al., 2012; Tlaskal et al., 2016) a Thermosinus,
anaerobni termofilni bakterie izolované z horkych pramenti Narodniho parku Yellowstone
(Sokolova et al., 2004). Pro koteny byly charakteristick¢é rody Nocardia, Enterococcus,
Actinospica a Actinomadura. Do rodu Nocardia patii jak potencidlné patogenni bakterie, tak
také zastupci vyskytujici se pomérné bézné v pudach s vysokym obsahem organické hmoty,
v raselinistich, v lesnich pidach a rhizosféte (Golinska et al., 2013; Tanasupawat et al., 2016;
Wang et al., 2015). Informace o vyskytu rodu Enterococcus v rhizosfére chybi, nicméné
bakterie z tohoto rodu byvaji soucasti fekalni mikroflory, byly nalezeny v hnojenych ptidach a
také v jezernich sedimentech (Thevenon et al., 2012). Actinospica a Actinomadura jsou
bakteridlni rody patiici do kmene Actinobacteria, ktery je typicky pro habitat kofend a vySe
zminéné rody patii mezi bakterie podporujici rust rostlin (Suksaard et al., 2017).

Pti analyze vlivu prostoru, slozeni vegetace a chemickych parametrti prostiedi na slozeni
bakteridlniho spolecenstva byly porovndvany rGzné pfistupy k charakterizaci vegetace
s ohledem na jejich predikéni schopnosti. Z testovanych matic se zda byt nejlépe popisny
botanicky snimek se zdznamem pfitomnych rostlinnych druhl pro vSechna vegetaéni patra, coz
muZe naznacovat nejenom vyznam stromového patra, ale také vyznam dalSich vegetacnich
pater — mechového, bylinného a kefového. Obecné je z literatury zndmo, Ze stromy jsou v lese
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velkém mnoZzstvi (az 50%) alokuji do pidy formou exsudati (Baldrian, 2017; Hogberg et al.,
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2001). Nekteré experimentalni plochy v této studii vSak byly heterogenni z hlediska
pokryvnosti rostlin z jednotlivych vegetacnich pater. Ne na vSech plochach bylo dominantni
stromov¢ patro, existovaly plochy, kde bylo velmi zastoupené bylinné nebo mechové patro
s minimem piitomnych stromi. Na téchto plochach miize byt spolecenstvo vice ovlivnéno napf.
bylinnym patrem. Matice rostlinnych druhii uréend na zéklad¢ analyzovanych kotfenovych
markerd #rnl se nezdd byt nejvhodnéjsi pro charakterizaci vegetace ani v kompartmentu
kotfenli. Pfi analyzadch markeru #rnl se ukazalo, Ze taxonomicka klasifikace nemusi byt
spolehliva ani na urovni rostlinné Celedi (Navratilova, nepublikovana data), respektive ze
taxony ze stejné Celedi mohou mit stejnou sekvenci genu. Matice zalozena pouze na slozeni
stromového patra se zda byt nejméné vhodna pro charakterizaci vegetace.

Slozeni vegetace, chemie prostiedi 1 faktor prostoru byly identifikovany jako srovnatelné
vyznamné faktory prikazné ovliviiujici sloZeni bakteridlniho spolecenstva predevsim v pide a
v opadu. Bylo prokazano, Ze sloZeni spoleCenstva mikroorganismii v opadu i volné pud¢ je
ovlivnéno druhovou identitou stromti v lesnim porostu, i kdyz tento vliv mize byt neptimy
zprostiedkovan tim, Ze rostliny ovliviiuji ptidni chemii (Tedersoo et al., 2016; Urbanova ef al.,
2015). V habitatu kofent byl detekovan vyznamnéjsi vliv vegetace nezli vliv ostatnich faktora.
V kotenech, predev§Sim v jejich rhizosférni ¢asti, dochazi k pfimym interakcim s
mikroorganismy. Rostliny produkuji specifické exsudaty a tim selektuji symbiotické
mikroorganismy na svych kofenech (Augusto ef al., 2015; Barberan et al., 2015; Gibbons et
al., 2017; Urbanova et al., 2015). Vyss§i pocet rostlinnych druhit ma tak vétsi vliv na slozeni

bakterialniho spolecenstva v kotenech, diky pfitomnosti SirSiho spektra obyvatelnych nik.

Pokud porovname vysledky v experimentu 1 a 2 je patrné, ze v experimentu 1 neni vidét
zavislost bakterialni diverzity na rostlinné diverzité ani v kompartmentu kofenu ani v piid€, coz
je v kontrastu s vysledky v experimentu 2. Céste&né by se toto dalo vysvétlit tim, Ze na louce
bylo méné druhii rostlin nez v lese (cca 1-40 vs. 10-70), jednalo se tedy o homogenng;si
prostiedi a to 1 z dalSich hledisek, jako je vyskyt velkych kotent a tlejiciho difeva, proto mozna
neni vidét zavislost bakteridlni diverzity na rostlinné diverzité v lu¢nim ekosystému. Lesni
vzorky byly také z podstatné vétsi plochy a zahrnovaly podstatné vétSi rozsah variability
chemického sloZeni pidy a klimatu (vyskovy gradient). Dal§im diilezitym aspektem miize byt
vyskyt arbuskularni mykorhizy v luénim ekosystému, ktera byvé sdilend mezi riznymi druhy
rostlin (Hiiesalu et al., 2014). Toto mutualistické souziti mezi arbuskularni mykorhizou a
riznymi rostlinami nevede tedy k vys$i diverzit€é mikroorganismi v kofenech a pudé.

Kontrastni situace mtize byt pozorovana v lesnim ekosystému, kde jsou stromy ¢asto ve vztahu
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s ektomykorhiznimi houbami a tyto vztahy byvaji druhové specifické (Tedersoo et al., 2008).
Vyssi druhova variabilita ektomykorhiznich hub muize vést k vyssi diverzité¢ bakterii
navazanych pies zdroj Zivin na tuto mykorhizu, protoze s jednotlivymi mykorhiznimi houbami
mohou asociovat specifickd spoleCenstva bakterii (Kluber et al., 2011). V neposledni tadé
v pripad¢ lesa se z pohledu mikroskopickych minimalné pohyblivych bakterii mize jednat o
rozdily mezi vzorky odpovidajici urovni beta-diverzity, kde bude vliv na bakteridlni

spolecCenstva mozna markantnéjsi.
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7 Souhrn

Predkladana diplomova prace se zabyva vztahy mezi diverzitou vegetace a diverzitou
bakteridlnich spolecenstev v lu¢nim a lesnim ekosystému, déale zkouma faktory, které mohou
ovlivitovat slozeni spolecenstva bakterii v téchto ekosystémech.

V experimentu 1, ktery se zabyval sloZzenim spolecenstva bakterii v lu¢nim ekosystému,
bylo potvrzeno, ze rostlinnd diverzita ma vliv na diverzitu bakteridlniho spolecCenstva
v nadzemnich ¢astech rostlin. V kotfenech a v pidé¢ tento vliv nebyl detekovan. Jako faktory
ovliviujici slozeni bakterialniho spolecenstva v nadzemnich ¢astech rostlin byly identifikovany
prostor a vegetace. Pro habitat kofenli byly vyznamné hlavné parametry ptdy, pro habitat piidy
byly vyznamné jak prostor, tak piidni parametry.

V experimentu 2, ktery se zabyval slozenim spolecenstva bakterii v lesnim ekosystému,
byl detekovan vliv diverzity vegetace na diverzitu bakteridlniho spolecenstva ve vSech
studovanych habitatech - v opadu, v kotenech i1 v pidé¢. Pti studiu sloZeni spolecenstva bakterii
ve vSech tfech habitatech se ukdzaly vyznamné jak slozeni vegetace, tak i chemické parametry
prostiedi a faktor prostoru. Slozeni vegetace se zda byt nejsilnéjSim faktorem ovlivitujicim
slozeni bakteridlniho spolecenstva v kotfenech.

To, Ze v luénim ekosystému nebyla nalezena zéavislost mezi bakteridlni diverzitou a
rostlinnou diverzitou ani v kompartmentu kofenu ani v pidé, miize byt vysvétleno vyskytem
arbuskularni mykorhizy, kterd byva sdilend mezi riznymi druhy rostlin (Hiiesalu ef al., 2014)
a obecné tento ekosystém mulzeme povazovat za vice homogenni prostiedi ve srovnani
s heterogennim prostiedim lesa. V lesnim ekosystému, kde jsou stromy casto ve vztahu
s ektomykorhiznimi houbami a tyto vztahy byvaji druhové specifické (Tedersoo et al., 2008),
muze vést vyssi druhova variabilita ektomykorhiznich hub k vyssi diverzité bakterii.

Oba dva experimenty byly unikéatni z né€kolika hledisek — pokryvaly pomérné rozsahlé
oblasti a pro analyzy bylo pouzito velké mnozstvi vzorkd. Dale probéhly dikladné analyzy
chemie prostfedi a podrobny popis vegetace, nicméné pro zobecnéni zaveri by bylo tfeba vice

experimentl jak v ekosystému lesa, tak v lu¢nim ekosystému.
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Dopliikova tabulka II: Geograficka a environmentalni data vztahujici se k experimentalnim
plocham v NP Sumava

PODA OPAD

PLOCHA | Zemépisnd Sitka | Zemépisnd délka adni ickd

P P pH N% C% Cc/N ‘?Ot:::; PUd::n[:'i a;: ckdl pH N% C% CcfN ‘?025:;
TS1 49°7'7.4443"N 13°15'1.5712"E 4,3 0,5 9,4 20,5 26,7 23,8 4.6 1.8 44.0 24,6 42,0
TS2 49°7'17.7785"N 13°15'41.0045"E 4,3 0,3 5,4 19,8 23,6 16,8 47 1.0 35 30,6 47,6
TS3 49°7'10.6247"N 13°15'54.4301"E 4,0 0,4 8,7 24,9 21,7 17,8 a1 1.4 343 24,8 44,1
TS4 49°7'19.3375"N 13°16'6.5238"E 4,0 0,3 6,7 23,8 26,8 17,9 4.0 1.7 401 23,8 44,8
TS5 49°7'38.2386"N 13°16'25.3089"E 3,8 0,8 17,7 23,5 39,2 37,0 4.0 1.7 42 4 25,1 60,9
TS7 49°9'26.6082"N 13°19'31.1905"E 4,2 1,2 26,6 21,5 72,7 48,1 4.0 1.2 38,9 32,0 64,7
TS8 49°9'11.4419"N 13°19'58.6274"E 4,0 1,5 374 25,3 70,9 64,8 3.9 1.1 43,6 39,9 55,0
Ts9 49°9'48.4515"N  [13°20'16.1761"E 4,0 0,8 20,1 | 24,9 54,8 39,8 4.0 1,2 437 | 37,7 55,5
TS10 49°9'37.2601"N 13°21'9.0025"E 5,2 1,1 20,7 18,2 65,9 42,9 4.8 1.3 38,6 28,6 50,9
TS11 49°8'44.5676"N 13°22'0.1584"E 4,0 0,7 18,4 26,4 50,9 36,4 41 1.2 36,8 31,9 39,9
TS12 49°9'3.3210"N 13°22'48.2687"E 4,0 1,1 25,3 23,0 54,6 59,6 3.9 14 41,8 29,0 44,6
TS13 49°5'51.3360"N 13°24'31.2177"E 4,1 1,6 38,5 24,4 81,0 92,2 4.0 14 451 31,9 78,0
T514 49°6'16.7836"N  |13°26'27.7530"E 3,9 0,3 3,9 31,4 23,8 28,1 3.9 1,0 46,2 | 44,8 46,0
TS15 49°5'32.6751"N 13°29'32.6350"E 3,7 0,6 18,2 28,2 60,5 47,8 36 1.5 449 30,9 72,1
TS16 49°5'27.0482"N 13°29'49.9200"E 3,8 0,5 11,3 25,0 37,8 22,0 3.8 1.3 439 334 62,4
TS17 49°5'2.5152"N 13°29'39.1341"E 3,8 0,3 8,8 25,6 38,0 31,0 3.8 1.0 39,6 39,1 68,4
TS18 49°4'37.1916"N 13°30'22.3908"E 3,8 0,4 11,7 27,9 28,1 34,3 3.8 1.0 36,2 36,9 41,9
T519 49°3'19.6525"N  [13°23'53.2601"E 1,0 0,2 4,6 21,9 30,5 16,9 42 1.7 412 | 23,8 54,6
TS20 49°2'11.6251"N 13°24'43.9457"E 3,7 0,5 12,1 26,0 49,2 25,1 4.0 1.5 419 27,3 73,4
TS21 49°1'57.1117"N 13°26'15.8809"E 4,0 0,6 9,8 15,8 42,7 33,5 4.0 1.6 326 20,2 59,3
TS23 49°1'21.6501"N 13°25'58.0641"E 3,7 0,8 15,1 18,7 354 32,4 3.9 1.7 449 26,6 56,9
TS24 49°1'25.1935"N 13°27'50.6069"E 4,0 0,6 10,9 17,2 50,3 35,3 4.3 20 428 21,7 74,8
T525 49°0'45.3091"N  [13°26'45.3994"E 1,4 1,4 28,3 | 20,1 67,8 66,1 4.3 1,6 473 | 29,5 76,0
TS26 49°0'23.2053"N 13°25'33.3778"E 3,7 1,5 46,7 31,5 82,4 95,2 4.0 1.3 448 35,1 85,0
TS27 48°59'10.2835"N  [13°24'33.6739"E 4,0 1,7 25,4 15,4 70,5 67,0 4.4 1.5 451 29,1 78,2
TS28 49°0'17.7216"N 13°27'16.3873"E 4,1 2,9 36,0 12,3 47,2 78,3 53 1.9 437 23,0 62,5
TS29 43°59'45.8497"N  |13°26'20.4350"E 3,8 0,5 9,3 18,2 40,8 27,3 4.3 20 445 22,6 70,5
T530 48°59'29.5479"M  [13°26'25.0855"E 3,9 0,8 17,7 | 211 59,7 42,4 4.3 1,9 437 | 22,6 71,7
TS31 43°59'20.5870"N  [13°26'13.9957"E 3,9 0,8 14,6 17,7 56,4 45,0 4.2 20 425 21,6 69,9
TS32 49°0'16.9272"N 13°29'47.4171"E 3,6 1,1 25,1 22,8 56,3 61,3 3.9 14 459 32,6 65,0
TS33 48°58'37.1386"N |13°27'13.2890"E 3,9 0,5 9,0 16,6 52,9 32,2 4.4 1.6 43,8 27,2 76,3
TS34 43°57'59.4495"N  [13°29'1.7164"E 4,3 1,2 20,2 17,6 67,7 62,5 4.4 1.3 428 33,9 87,4
TS35 43°58'6.3339"N 13°30'15.0377"E 3,8 0,9 15,2 16,6 52,0 43,0 4.1 1.9 434 22,3 69,8
TS36 49°2'13.5124"N 13°33'28.7456"E 3,6 0,4 8,7 19,8 40,9 27,0 3.8 1.3 438 32,8 74,3
TS37 49°0'53.7929"N 13°33'22.8111"E 3,9 0,6 10,7 16,8 39,9 24,6 41 1.5 43,6 28,2 58,0
Ts38 18°56'36.4817 "N |13°38'41.1453"E 3,5 L1l 20,9 | 18,9 30,4 44,1 4.0 15 421 | 27,6 10,8
TS39 48°56'21.7182"N  |13°38'43.0344"E 3,5 1,3 36,5 29,0 80,1 96,6 3.9 1.5 46,4 31,7 82,5
TS40 43°55'30.2390"N  [13°38'28.6081"E 4,3 0,5 7.8 15,8 22,8 21,6 4.5 1.6 422 26,3 374
TS41 48°55'9.7032"N 13°40'15.7269"E 3,9 1,6 29,4 18,7 59,6 69,9 4.3 1.5 M7 28,0 51,0
TS42 48°53'51.1651"N  [13°39'30.9970"E 3,7 13 30,6 | 239 69,6 69,4 4.0 1,2 447 | 381 88,5
T543 48°53'52.6047"N |13°42'47.3580"E 4,3 0,4 5,8 15,9 38,3 22,2 4.6 14 40,7 | 288 42,5
TS44 48°53'50.1074"N  (13°43'52.4001"E 3.7 1,5 46,7 | 304 36,4 56,0 3.9 1.0 457 | 449 87,6
TS45 48°54'5.9040"N  |13°48'5.4198"E 4,1 0,6 8,9 16,2 41,0 31,1 49 1,6 388 | 248 61,3
TS46 48°51'33.3211"N  [13°53'48.4432"E 44 0,8 13,3 | 175 42,5 32,1 4.7 13 N6 | 237 45,0
1547 48°48'47.9908"N |13°56'27.9562"E 4,2 0,8 14,7 | 194 43,8 35,1 3.8 15 441 29,3 56,2
TS48 48°48'33.4401"N  [13°56'36.5760"E 3,6 1,6 46,1 | 28,0 82,8 56,6 36 12 46,7 | 38,8 81,7
TS50 48°45'43.9733"N  |13°53'4.6255"E 4,2 0,3 6,5 20,5 313 13,8 41 18 437 | 23,8 67,6
TS51 48°45'31.4831"N  [13°53'54.7059"E 3.8 1,2 194 | 15,7 45,7 40,8 41 1.7 462 | 264 64,6
TS52 48°45'25.1921"N  |13°54'8.3248"E 4,0 0,7 11,9 | 17,3 43,0 24,5 43 18 450 | 25,2 71,5
TS53 48°45'21.7053"N  [13°54'47.1045"E 3.9 0,6 10,2 | 18,0 40,1 234 4.4 1.7 432 | 251 66,5
1S54 48°45'28.7222"N  |13°55'55.9911"E 4,9 0,4 5,5 14,4 38,3 14,0 5.0 1.0 260 | 24,8 47,5
TS55 48°45'7.4529"M  [13°55'13.6105"E 4,3 1,2 18,8 | 16,3 64,2 50,2 4.7 15 450 | 29,8 64,6
TS56 48°44'52.0917"N  [13°55'21.0026"E 3,9 1,1 16,9 | 16,0 47,9 36,2 41 19 454 | 236 64,8
TS57 48°45'3.2349"N  [13°55'52.4480"E 3.9 1,0 154 | 16,2 404 39,1 4.2 20 438 | 21,5 59,9
TS58 48°44'56.8418"N  [13°56'5.2586"E 4,1 0,6 10,6 | 164 38,4 30,2 42 19 459 | 247 59,4
TS59 43°44'15.6925"N  [13°56'4.4305"E 41 0,6 119 | 215 46,1 27,8 43 14 449 | 310 59,0
TS60 48°44'18.8755"N  [13°56'30.3981"E 3,6 19 45,0 | 23,2 77.8 95,8 37 14 46,0 | 33,8 82,1
TS61 49°2'45.5"N 13°37'3.6"E 3,7 0,5 10,8 | 20,7 46,9 33,5 3.9 1.7 442 | 264 72,6
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