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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo provedeni analyzy pidnich mikrobidlnich spolecenstev tfi
ekologicky odlisnych lokalit, cca 25 let starych, lesnicky rekultivovanych, vysypek v Polské
republice, a to konkrétné vysypky hnédouhelného lomu Betchatow a piskoven Piaseczno
a Szczakowa. Utelem analyz bylo vyhodnoceni miry zavislosti slozeni mikrobialnich
spolecenstev na rtizné zrnitosti substratu a na dominantni dfeviné€ v jednotlivych lokalitach.
Dominantnimi dfevinami byly porosty biizy bélokoré (Betula pendula), borovice lesni (Pinus
silvestris), dubu letniho (Quercus robur) a olSe lepkavé (Alnus glutinosa). Analyza piidnich
mikrobidlnich spoleCenstev byla provedena metodou vyhodnocovani specifickych
fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) mikroorganizm, které je nejvhodnéjSim zptisobem
provedeni relativné rychlé analyzy velkého mnozstvi vzorki, nebot’ PLFA jsou extrahovatelné
a funguji jako biomarkery indikujici pfitomnost a mnozstvi mikroorganizmi (hub, G- a G+
bakterii, aktinobakterii apod.) a umoziuji tak kvalitativni a kvantitativni zhodnoceni celych
mikrobidlnich spolecenstev. Analyza PLFA umoziiuje pomoci celkové koncentrace PLFA
detekovat v pid¢€ zivou mikrobialni biomasu. Celkem bylo analyzovano 66 vzorkl ptd, z toho
33 z Oe vrstvy a 33 z A vrstvy vzdy ve 3 replikacich, tedy na kazdé lokalité pod kazdou
stromovou monokulturou byly odebrany 3 vzorky, pfi¢emz na lokalitich Belchatow
a Szczakowa pod vSemi vySe uvedenymi druhy. V lokalit¢ Piaseczno nejsou pfitomny porosty
olSe. Z odebranych vzorkl byly extrahovany lipidy, které byly v dalsim kroku frakcionovany,
transesterifikovany a nakonec analyzovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostné-
spektrometrickou detekci (GC/MS). Data byla statisticky vyhodnocena v programu Canoco
a Statistica. Oproti pivodni hypotéze zavislosti slozeni mikrobidlnich spolecenstev na
zrnitosti ptidniho substratu a vlivu dominantni dieviny z vysledkl analyzy vyplyva, ze slozeni
mikrobiadlniho spolecenstva ze vSech rekultivovanych lokalit zaviseji predev§im na vertikalni
stratifikaci ptidniho horizontu. Vyznamnéjsi vliv rekultiva¢nich dievin ¢i zrnitosti substratu

nebyl prokazan. Timto se lokality odliSuji od nerekultivovanych sukcesnich lokalit.

Kli¢ova slova:
PLFA, ptdni mikrobidlni spolecenstva, mikroorganizmy, bakterie, houby, dekompozice, C/N
pomér, rekultivace, rekultivacni dfeviny, vysypky, pidni horizonty, GC/MS






ABSTRACT

The aim of the thesis was to analyze soil microbial communities of three ecologically
different locations, about 25 years old, forestry reclaimed dumps in the Republic of Poland,
namely dumps of brown coal mine Belchatow and sand mines Piaseczno and Szczakowa.
I evaluated the degree of dependence of structure and composition of these communities on
various substrate grain sizes and the influence of the dominant tree species. These were stands
of birch (Betula pendula), pine (Pinus silvestris), oak (Quercus robur) and alder (Alnus
glutinosa). Analysis of soil microbial communities was made by evaluating specific
phospholipid fatty acids (PLFA) of microorganisms. It is the most appropriate way to
implement the relatively rapid analysis of large numbers of samples, since PLFA are easily
extractable and act as biomarkers indicating the presence of a number of different
microorganisms (fungi, G- and G + bacteria, Actinobacteria, etc.) and thus allowing
a qualitative and quantitative assessment of whole microbial communities. PLFA analysis
enables to detect a total concentration of PLFA only in living soil microbial biomass.
I analyzed 66 soil samples, 33 from an Oe layer and 33 from an A layer, every in three
replications, i.e. three replications were collected at each location below each tree
monoculture, except for Piaseczno sand mine dump where alder is not presented. Lipids were
extracted, fractionated, transesterified and finally analyzed using gas chromatography with
mass spectrometric detection (GC/MS). The obtained data were analyzed using statistical
programs Canoco and Statistica. Contrary to the original hypothesis that composition and
structure of microbial communities depend on the substrate grain size and the dominant tree
species, the results indicated that the composition of microbial communities expressed by
PLFA values depended especially on vertical stratification of the soil horizons. A significant
effect of individual tree stands or grain size of substrate has not been demonstrated. This is in

contradiction to successional habitats.

Keywords:
PLFA, soil microbial communities, microorganisms, bacteria, fungi, decomposition, C/N

ratio, land reclamation, land reclamation trees, dump, soil horizons, GC/MS
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UvoD

Teoreticka cast prace ma za cil, ve tfech kapitolach reserSe, predstavit problematiku klasifikace
a diverzifikace pidnich mikrobialnich spolecenstev, sukcenich i rekultivovanych vysypek, s ohledem
na jejich strukturu, funkci a fyzikalné-chemické a biologické faktory, ovlivijici jejich rist a slozeni.
Jsou diskutovany metody jejich analyzy, predev§im pomoci metody fosfolipidovych mastnych kyselin
(PLFA). Prvni kapitola se nejprve vénuje slozeni a strukturné-funkénim vlastnostem mikrobidlnich
spolecenstev, faktorim prostiedi, které je ovliviiyji, jejich aktivit¢ a pudni respiraci, jakozto métitku
pro hodnoceni a jejich vyznamu pro ptdni ekosystém, zejména prostfednictvim procesu dekompozice,
v némz hraje dtlezitou roli také slozeni opadu, pomér C/N a spoluptisobeni ostatnich pldnich
organizmt. Prvni kapitolu uzavira ptehled metod pouzivanych k hodnoceni pidnich mikrobialnich
spoleCenstev. S ohledem na predmét studia této prace je ve druhé kapitole popsan prubéh sukcese
a rekultivace vysypek, zejména rekultivace lesnické, rekultivacnich dfevin k nim pouzivanych a jejich
vlivu na tvorbu puady, ktera je predevsSim ovlivnéna zvétravanim vysypkovych substratt, akumulaci
pudni organické hmoty a vzniku humusového horizontu v kontextu vlivu mikrobidlnich spolecenstev
na tyto procesy. ReSerSi uzavira tfeti kapitola, pojednavajici o problematice PLFA, jejichz pomoci
byla v této praci mikrobialni spolecenstva hodnocena. Stru¢né vysvétluje jejich klasifikaci, nazvoslovi
a déleni. Stézejni casti kapitoly je popis analyzy plidnich mikrobialnich spolecenstev na zakladeé

Experimentalni cast této diplomové prace popisuje provedeni analyzy mikrobialnich
spoleCenstev ve vzorcich pud odebranych na lesnicky rekultivovanych vysypkdch polského
hnédouhelného dolu a dvou piskoven pomoci metody PLFA za tcelem zjisténi vlivu slozeni
substratu a také dominantni deviny na tato spolecenstva. Kromé téchto faktord byla také vénovana
pozornost zavislosti na padnim horizontu. Hypotézy diplomové prace byly stanoveny takto:
(1) Zrnitostni slozeni pud ma vliv na slozeni mikrobialniho spolecenstva. Tato hypotéza vyplyva
z predpokladu, ze zrnitostni slozeni (v mém piipadé riizné zastoupeni pisku a jilu) vytvari odlisné
podminky prostiedi, jakymi je napf. obsah vody nebo kysliku v pudé. (2) Dominantni dfevina ma vliv
na slozeni mikrobialniho spole¢enstva. Tato hypotéza je postavena na faktu, Ze vybrané dieviny se 1isi
kvalitou opadu, ktery je hlavnim zdrojem uhliku a zivin pro mikrobialni spoleenstva. (3) Pudni
horizont ma vliv na slozeni mikrobidlniho spoleCenstva. Zatimco Oe horizont je tvofen piedevsim
rozkladajicim se opadem, A horizont je tvofen smesi rozlozené organické hmoty a pidniho substratu.
Odlisné podminky mohou ovliviiovat, jakd spolecenstva dominuji v tom kterém horizontu. Analyza
vzorkl sestavala z extrakce lipidld, jejich nésledné frakcionace a mirné alkalické methanolyzy
(transesterifikace) a stanoveni na GC/MS. Statistické vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno
pomoci programu Canoco a Statistica. Byla pouzita jednofaktorovd ANOVA, Tukey test, PCA a RDA.
Vysledky prace budou soucasti mezinarodniho vyzkumného projektu provadéného ve spolupraci UK

a University Life Sciences v Krakowé€ za ucelem zvyseni efektivity rekultivacniho procesu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 STRUKTURA A FUNKCE PUDNi MIKROBIALNi BIOMASY

1.1 Pudni mikrobialni biomasa

Pida, tvofend pidnimi typy s vyraznou vertikalni stratifikaci na tzv. ptidni horizonty
o rizném sloZeni, obecné¢ tvofenymi smérem od povrchu organickym (humusovym)
horizontem, po nemz nésleduje mineralni horizont a dale plidotvorny substrat a mate¢na
hornina, je Zivotnim prostfedim znacného mnoZstvi pldnich organizmil, souhrnné
oznacovanych jako edafon, které se podle jejich velikosti d€li na megaedafon, jehoz zéstupci,
napf. Zizaly, jsou vét§i naz 20 mm, dale makroedafon o velikosti od 2 do 20 mm, k némuz je
fazen hmyz, mezoedafon v rozmezi velikosti 0,1 - 2 mm, do n¢hoz nalezi napt. chvostoskoci,
ale 1 houby a nakonec mikroedafon, k némuz nalezi mikroorganizmy o velikosti pod 0,2 mm,
tedy prvoci, fasy, bakterie a mikromycety [83,167].

Plidni mikrobidlni biomasou, (SMB — Soil Microbial Biomass), se rozumi vSechny zivé
mikroorganizmy v dané jednotce pudy, tvofici druhové diverzifikovand a dynamicka
spoleCenstva, vyuzivajici ke svému rustu odlisné zdroje a plnici rizné funkce, predevSim
umoznuji rozklad Cerstvého i jiz ptitomného organického substratu a produkti jeho prvotniho
rozkladu, ktera se odliSuji rychlosti rstu a velikosti samotnych bunék [83,167].

Pidni mikrobiadlni biomasa ovliviiuje vlastnosti ptidy a tim i produktivitu rostlin
biochemickymi transformacemi latek v ptd€. Charakterizace struktury a kvantifikace ptidni
mikrobidlni biomasy je vSak z hlediska genotypové a fenotypové diverzity spoleCenstev
naroc¢nd, avSak velmi diilezitd pro porozuméni chemicko-fyzikalnim déjim v ptide a jejich
funkcim v ekosystému celkové [8,76,87].

U mikroorganizmi byla zjiSténa souvislost s dostupnosti Zivin v zavislosti na jejich
vertikalnim vyskytu, tedy ze mnozstvi ptidnich mikroorganizmt je nejvyssi blizko povrchu
pudy a klesa s rostouci hloubkou, pficemz rozhodujicimi faktory jsou kromé mnozstvi Zivin
také obsah vody, teplota nebo pH. Mikroorganizmy piedstavuji velmi diilezitou soucast
komplikovaného padniho systému a druhovéa diverzita i aktivita jejich spolecenstev je

proménliva v zavislosti na typu pudy [41,168].
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1.1.1 SlozZeni a struktura pudnich mikrobialnich spolecenstev

Plida je variabilnim systémem s nejvyssi genetickou diverzitou organizmii na Zemi,
nebot’ ptidni mikrobidlni spoleenstva jsou po taxonomické strance velmi diverzifikovana
a mohu byt, u dobfe fungujiciho plidniho komplexu, tvofena az miliony mikroorganizmi na
jeden gram pidy a skladaji se v praiméru z 107 - 10" bakterii (Bacteria), aktinobakterii
(Actinobacteria) a archaebakterii (Archaea), 10° - 10° hub (Fungi), 10* - 10° prvoki
(Protozoa), tas (Algae), sinic (Cyanobacteria) a vira [41,172,168,177].

K nejbéznéji se vyskytujicim pidnim bakteriim ndlezi tady Pseudomonas, Eubacteria
a Actinomycetes, k nimz patii napt. Arthrobacter, Bacillus, Clostridium nebo Micrococcus,
vyznamné jsou také bakterie Thiobacillus a Ferrobacillus, fotosyntetizujici sinice (napf.
Chrococcus, Oscillatoria, Nostoc, Anabaena) a predev§im dusik fixujici, tzv. nitrifikacni,
bakterie rodt Nitrosomonas, Nitrococcus, Nitrospira, Nitrosolobus, Nitrosovibria,
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina, Nitrospira a hlizkové bakterie, napt. Rhizobium,
Mesorhizobium nebo Sinorhizobium, zijici v symbioze s bobovitymi rostlinami, které
v procesu mineralizace dusiku amoniak oxiduji na nitrity a nitraty. Fixace dusiku jsou
schopny také Gram-pozitivni aktinobakterie rodu Frankia zijici v symbidze s kofenovym
systémem olS§i (Al/nus), viz. Obr. 1. Nitrifikaéni bakterie jsou vyuzivany jako indikatory

environmentalniho stresu, zmén ekosystému, toxickych latek a pro stanoveni potencidlu

fixace dusiku v pade¢ [20,25,71].

Obr. 1: Hlizka na kotfenech olSe obsahujici aktinobakterie rodu Frankia [19]
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Gram-pozitivni aktinobakterie, tvofici kolonie podobné houbovému myceliu, patii mezi
bakteriemi k nejrozsifenéjSim skupindm mikroorganizmti v pude¢, kde tvofi cca 30 % jejich
celkového poctu. Nejvice byvaji zastoupeny rody Streptomyces, Nocardia, Mycobacterium,
Corynebacterium, Micromonospora nebo Streptrosporangium a vétSinou jde o chemoheterotrofni,
vyjimecné 1 chemoautotrofni mikroorganizmy, které je mozné d¢lit do tii skupin podle tolerance
vuci pH, pfi némz jejich spolecenstva rostou, na alkalifilni (pH nad 9,0), neutrofilni (pH 5,0 az
9,0) a acidofilni (pH pod 5,0) [12,181].

Houby (Fungi), jejichz biomasa v nékterych ptidach v celkovém objemu pievlada nad
biomasou vSech ostatnich mikroorganizmti, jsou tak rovnéz velmi vyznamnou soucasti
pudnich mikrobidlnich spolecenstev, z nichz mnohé vytvari symbiotické vztahy s ostatnimi
mikroorganizmy spoleCenstva a také s rostlinami, pfi¢emz nejvétsi vyznam ma arbuskularni
mykorhiza, zji§t€éna u vice nez 80 % rostlinnych druhli s houbami tadu Glomales, ktera
podporuje obranné mechanismy rostlin vic¢i pidnim patogenim a vlivu nizkého pH.
Pfitomnost a nepfitomnost téchto hub, které¢ maji vliv na fyziologickou aktivitu rostlin, slouzi

jako faktor pro hodnoceni kvality ptidy [40,67,108,146].

1.1.2 Mikrobialni aktivita a respirace pudy

Mikrobialni aktivitu mizeme méfit napt. jako rychlost metabolizace urcitych substrati,
aktivitu mikrobidlnich enzym nebo respiraci mikrobidlniho spolecenstva. Byva hodnocena
podle rychlosti rozkladu zbytkl celul6zy, ktera je pro mikroorganizmy nejb€znéjsi a nejsnaze
dostupna pii méteni in situ. Mikrobialni rozklad celuldzy je ovliviiovan teplotou pudy, ktera je
v mistech s mén¢ rozvinutou vegetaci a tim niz$i vlhkosti pidy limitujicim faktorem [73,84].
Metitkem mikrobidlni aktivity je enzymova aktivita extracelularnich enzymt (napf.
polysacharidovych hydrolaz, oxiddz, peroxiddz, fosfatdz nebo sulfatdz) produkovanych
mikroorganizmy za ucelem rozkladu a chemické pfemény organické hmoty v opadu, hlavné
celuldzy, hemiceluldzy a ligninu, ovliviiujicimi tak kolobéh zivin v padé [11,157]. Aktivita
enzymil v pid¢ ovlivituje rychlost procestt mikrobialniho spolecenstva a jeho sloZeni a slouzi
tak jako ukazatel funk¢nosti piidniho ekosystému. V pribéhu rozkladnych procest se zvysuje
aktivita oxidativnich a hydrolytickych enzymi, napt. aktivita uredzy je méfitkem intenzity
transformace dusiku v ptdé€, indikujici dostupnost dusikatych sloucenin rostlindm. Aktivita
enzymil slouzi také pro hodnoceni obnovy ptidnich ekosystémi poskozenych tézbou, napf.
aktivita lignocelulolytickych enzymi hub a bakterii je v kontaminovanych oblastech snizena
[47,88,181] a mize byt inhibovana napt. kovy, kdy se celkové snizi mikrobialni biomasa,

houby a aktinobakterie vykazuji nartst. Inhibice zavisi na ptidnim typu [12,149].
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Aktivita enzymil na lokalitach po t€Zbé, na nichz jiz probéhla faze primérni sukcese, je
ovlivnéna stafim lokality, s nimz se obecné zvysSuje, akumulaci organické hmoty, formovanim
pidnich horizontli, ménicim se obsahem Zivin 1 sezénnimi faktory [10]. Vyznamnym
faktorem ovliviiyjicim aktivitu pidnich mikrobialnich spolecenstev béhem primarni sukcese
je vliv vegetace, schopné regulovat rychlost akumulace zivin a tim celkovy vyvoj pudy,
pfiCemz determinujicim faktorem je obsah a akumulace plidniho organického uhliku
a celkového dusiku. V pudach po tézbé je béhem primarni sukcese enzymova aktivita
mikroorganizmil dale ovlivnéna zménami pH, nebot’ znaéné mnozstvi enzymii vykazuje ostré
pH optimum. Studie, sledujici lokality po tézb¢é ve staii 4 az 45 let, prokédzala korelaci
mikrobidlni biomasy s obsahem uhliku, dusiku a fosforu v piadé¢, kdy maxima enzymové
aktivity vétSiny hydrolytickych enzymii a zaroven zmén mikrobidlnich spolecenstev
dosahovaly 21 let staré plochy, u starSich doslo ke stabilizaci nebo zastaveni. Rozkladné
procesy, zajiStované pudnimi mikroorganizmy, ndlezicimi z vétSiny k meziaerobnim
heterotrofiim, jsou méfeny jako proces jediny, ackoli jde o cely komplex procest, mezi nimiz
je vyznamnym méfenym faktorem napft. ptidni respirace [10,159].

Me¢teni mikrobidlni respirace je metoda, umoznujici sledovani mikrobidlni aktivity
béhem aerobniho rozkladu biologicky dostupné organické hmoty. ProtoZe organickd hmota je
tranformovana az na CO; a pii tomto procesu se uvolni mineralni latky v organické hmot¢,
hovotfime také o mineralizaci. Méfeni respirace pudy muze byt provadéno v laboratornich
podminkach i v terénu, kdy je kromé heterotrofni mikrobialni respirace méfena i1 autotrofni
respirace kotfenového systému rostlin. Bazélni respirace je stanovovana ve vzorku pudy bez
ptidaného substratu nebo po ptidavku vody, za ucelem standardizace méfeni, a vyjadiuje se
jako mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého (CO,) na jednotku piidy. Respirace miize
byt téz vyjadiena na jednotku mikrobidlni biomasy, tzv. metabolickym kvocientem (qCO,),
ktery, pokud se zvysuje, indikuje, ze na mikrobialni spolecenstvo pilisobi stresové podminky,
napf. kontaminace tézkymi kovy, coz zplisobuje zvySeni potfeby piijmu energie pro udrzeni
schopnosti rstu spoleCenstva a tim také zvySeni produkce CO; na jednotku mikrobialni
biomasy v dusledku snizeni schopnosti vyuziti uhliku. Oproti tomu méfeni tzv. substratem
indukované respirace je kvalitativni analyza, pfi niZ je sledovdna zména rychlosti respirace po
ptidavku kapalného substratu s obsahem lehce dostupného uhliku, napt. glukozy, odrazejici
max. moznou respiraci spoleCenstva, fyziologicky stav mikroorganizmi a jejich energetické
naroky. Bylo zjisténo, Ze respirace na jednotku mikrobidlni biomasy, tzv. specificka respirace,
muze se zvysujici se mikrobialni biomasou stagnovat i klesat. Témito metodami se méti vliv

kontaminace ptidy na schopnost riistu a funkce mikrobialniho spolecenstva [7,30,151,159].
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1.1.3 Vyznam pudnich mikrobialnich spolecenstev

Mezi mikroorganizmy se béhem evoluce vyvinuly komplexni vazby a interakce na
fyzikalné-chemické, biochemické a potravni trovni (tvofi tzv. pidni potravni sit’), ovliviiujici
dalsi procesy probihajici v pudé véetné interakci s rostlinami, které maji velky vyznam pro
biochemické cykly prvka [68]. Mikroorganizmy tvoii skupiny, které mohou plnit
v biochemickych cyklech stejnou nebo riiznou tlohu, mohou se lisit odolnosti a citlivosti viici
stresu a ekologickou nikou. Schopnosti rychle a citlivé reagovat na zmény se vyuZiva pii
hodnoceni plidni mikrobidlni diverzity [29]. Pidni mikroorganizmy, ptfedevsim bakterie,
aktinobakterie a houby, jsou primarnimi dekompozitory v borealnich lesich a lesich mirného
pasma, dominuji v rostlinném opadu, ovliviiuji plidotvorny proces a jsou fidicim faktorem

dostupnosti Zivin [14]. Vyznam mikroorganizmil v ekosystému uvadi Tab. 1.

verwr

Bakterie Houby Prvoci Sinice Rasy
(Bacteria) (Fungi) (Protozoa) (Cyanobacteria) (Algae)
kolobéh latek a energii v ptirod¢, biochemické cykly
dekompozice a syntéza
zvyseni urodnosti ptidy, podpora rtistu rostlin
tvorba humusu, symbiotické vztahy (mykorhiza), vliv na vodni a vzdusny rezim pudy
rozklad organickych |hniloba dfeva |dulezitost pro fixace CO,, fixace N, fixace CO,,
rezidui potravni fetézec produkce O, produkce O,
soudrznost
fixace N pudy stimulace aktivit | produkce toxind primarni
bakterii produkce
nitrifikace mykorhiza produkce slizu - zvétSeni | biomasy
saprofyté, parazité, |agregatii
bioremediace bioremediace |predatofi bakterii, soudrznost
heterotrofni, aerace pudy pudy
biomining biopulping fagotrofni
biomining

K zédkladnim procesim v uhlikovém cyklu patii rozklad lignocelulézy na celuldzu,
hemicelulozu a lignin houbami a aktinobakteriemi, které je dale rozkladaji pomoci
extracelularnich enzymii na jejich povrchu nebo vylu€ovanych do okoli, jako jsou napf.
endocelulazy, celobiohydrolazy, [-glykosidazy, glykosylované hydrolazy, peroxidazy
a oxidazy a jsou tak schopny, diky vlaknité stavbé, ucinné vyuzivat substrat. Enzymy rozlozi
makromolekulu celuléozy na monomer ¢i oligomer slozeny z jednotek glukdzy, ktera je

nasledn¢ metabolizovana, pficemz bakteriemi oproti houbadm s vyss§i i€innosti.
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a aktinobakterie, ale pfedev§im houby zpisobujici bilou hnilobu psobenim ligninperoxidazy,
mangan-dependentni peroxidazy a lakazy. Aktivita enzyml produkovanych mikroorganizmy
je také indikatorem kvality pady [12,17,42,78,130,160]. Mikroorganizmy fidi rozklad,
akumulaci a celkovy tok uhliku v ptidnich ekosystémech, kdy je autotrofnimi organizmy
béhem fotosyntézy zabudovavan CO, jako organicky uhlik a pak opét uvoliovan pfii
dekompozici. Uvoliiovani fotosyntézou fixovaného uhliku kofeny rostlin zabezpecuje vyzivu
mykorhiznim symbiontim a bakteriim v rhizosféte [22,45,145]. Mikroorganizmy provadé&jici
dekompozici je mozné rozdélit na tzv. r-stratégy, rozkladajici Cerstvou organickou hmotu
s nizkym C/N pomérem a vyuzivajici energeticky bohaté slouCeniny a na tzv. K-stratégy,
zpracovavajici hiife dostupnou organickou hmotu s vy$§im C/N pomérem, limitované vSak
plusobenim rychleji rostoucich r-stratégli. Pidni mikroorganizmy ovliviiuji i cyklus fosforu,
siry a dostupnost mikrozivin (napt. Fe, Zn, Mn ¢i Cu) a stopovych prvki zménami redoxniho

potencialu a pidniho pH [48,128].

1.2 Dekompozice a mikrobialni spolecenstva

Dekompozice je hlavnim biotickym procesem postupného rozkladu organické hmoty
opadu, zajiStujicim vstup Zivin do pidy, zavislym na fyzikdlnich a chemickych faktorech
prosttedi, jako jsou vlhkost, teplota a pH pudy, dale na chemickém slozeni opadu a ptidni
organické hmoty a zejména aktivité¢ mikroorganizmi, pro které je pldni organickd hmota
pfedevsim zdrojem Zivin. Dekompozice probiha ve dvou fazich, pti¢emz v rané fazi je fidicim
faktorem klima, obsah zivin a rozpustnych latek a proces probiha rychleji, pozdéjsi faze
rozkladu je pomalej$i a zavisi na mnozstvi ligninu [2,16]. Dekompozice opadu je iniciovana
vyluhovanim nestabilnich komponent a uvolnénim hlavnich Zivin, uhliku, dusiku, fosfou, siry
a dalSich z biomasy, bezprostiedné po opadu v zavislosti na jeho typu, pfiCemz mira
vyluhovani zavisi na klimatickych podminkach, pfedev§im vlhkosti a jsou akumulovéany,
adsorbovany ¢i vyuzivany pidnimi mikroorganizmy, které pomoci enzymt dale rozkladaji
a zpracovavaji pudni organickou hmotu, kterd milize byt také zabudovana v pldnich
agregatech a uhlik se formou humusu a dalSich stabilnich organickych latek uklada do pady.
Dale dochazi k vyluhovani rozpustnych organickych latek, zejména cukrii (hlavné mono-
a oligosacharidl), fenoll, jako napf. taniny, a také glyceridl, pficemz primérny obsah
v opadu se vyrazn€ meni podle typu dieviny, kdy napt. u olSe ¢ini az 30 %, v jehli¢i borovice

vS8ak jen cca 7 % [2,190].
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1.2.1 Viiv teploty, zareni, vihkosti a pH ptdy na rychlost dekompozice

Rychlost a ucinnost rozkladu, vyuziti uhliku mikroorganizmy a schopnost vodniho
prostiedi v ptid€ zajist'ovat transport zivin béhem procesu dekompozice se zvySuje s teplotou,
ktera prostfednictvim fazového rozpinani a smrStovani vody mechanicky rozrusuje opad na
mensi ¢asti [34,88]. Dekompozici ovliviiuje piimym i nepfimym zpisobem fotodegradace
organickych a anorganickych casti ptidy UV-B zafenim, kterd tak plsobi na plidni procesy,
dekompozitory, spotiebitele 1 primarni producenty, pfi¢emz nemusi byt zafeni piimo
vystaveni. Nejsilnéj$i je vliv zafeni na opad v prvnich mésicich, kdy je fotochemicky
rozkladan lignin, dochazi ke ztrat€¢ hemicelulozy, ktera se s hloubkou snizuje, stejné jako
imobilizace dusiku. Fotodegradace takto pravdépodobné nepiimym zplsobem zvysuje
rychlost mikrobialniho rozkladu [14,110,122].

Vyznamny vliv na mikrobidlni spolecenstva pii dekompozici ma vlhkost ptadniho
prostfedi, nebot’ pii niz§Sim obsahu vody dochézi ke snizeni schopnosti latek difundovat,
mikoroorganizmy tak dostavaji méné Zivin a jejich aktivita klesd. Vzhledem k tomu, Ze na
pudni vlhkost ma vliv mnoho dalSich faktorti, tak vySsi vlhkost nezarucuje vzdy kvalitnéjsi
dekompozici, jako je tomu napi. v energeticky omezenych boredlnich lesich. Vykyvy
v obsahu vody tak mohou pravidelné¢ stimulovat mikrobidlni ¢innost a ménit skladbu
mikrobidlnich spoleCenstev, pti¢emz vyssi toleranci vii¢i suchu maji houby. Nadmérna ptdni
vlhkost pak snizuje dostupnost kysliku potiebného pro proces dekompozice [34,74,112].

Béhem dekompozice se také vyrazné projevuje piimy vliv pidniho pH na mnoZstvi
mikrobidlni biomasy 1 sloZeni mikrobialnich spolecenstev, kdy napi. dochdzi k naristu
acidofilnich organizmi na tkor ostatnich druhti, pfi poklesu pH vyvolaném kyselym opadem,
kotenovymi exudaty nebo CO, uvolnénym rozkladem. Neptimy vliv pH na mikrobidlni
spole€enstva pak spociva v ovlivnéni rozpustnosti, mobility a tim i dostupnosti nejen Zivin,
ale napf. také toxickych prvkd. Vyluhovani opadu pfi nizkém pH probiha velmi pomalu
a mimo ve vod¢ rozpustnych latek jsou vyplavovany napt. také vyssi mastné kyseliny nebo

fenoly, oproti tomu pfi vys$Sim pH se zvySuje rychlost a G€innost fixace dusiku [16].
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1.2.2 SloZeni opadu a pomér C/N

Kvantita a chemicka kvalita opadu mé za pfiznivych vnéjSich podminek nejvétsi vliv
béhem pocatecni faze dekompozicniho procesu na mnozstvi a strukturu mikrobialniho
spoleCenstva a jeho schopnost zpracovéavat organicky materiadl. Rychlost dekompozi¢niho
procesu je zavisla na stechiometrickém pomeéru uhliku a dusiku (C/N) a na obsahu ligninu,
kterého je vice v oblastech s vyssi teplotou a vlhkosti, pficemz se zvySujicim se pomérem C/N
klesa a stejné tak v ptipad€ poméru ligninu a dusiku, jehoz obsah v pid¢€ zavisi na vegetacnim
pokryvu [36,95,190]. Pidy s pomérem C/N v rozmezi 15 az 18 jsou oznacovany za dusikem
dostate¢ne zasobené, piidy s pomérem C/N cca 10 byvaji Cernozemé a rendziny s vysokou
mikrobialni aktivitou, kdy pfi rozkladu organické hmoty dochdzi k mineralizaci dusiku.
Kyselé anaerobni ekosystémy raSelinist’ se vyznacuji vysokym pomérem C/N 50 az 60, kdy
pii rozkladu organické hmoty dochazi k imobilizaci dusiku. Stanovisté bohata na Ziviny se
vyznacuji rychlejsim pribéhem dekompozice, zatimco stanovisté chuda produkuji v rostlinné

Dle nékterych studii je rychlost dekompozice obsahu dusiku pfimo umérna, avsak byl
dokazan 1 neutrdlni a dokonce negativni vliv jeho nadbytku [72,100]. Podle teorie tzv.
stechiometrického rozkladu dochazi k maximalni mikrobialni aktivit¢ a mife rozkladu
v pripad¢ stechiometrického vstupu uhliku a dusiku vzhledem k naroklim mikrobidlni
biomasy. Oproti tomu teorie tzv. t€Zby mikrobidlniho dusiku ptedpoklada vyuZivani snadno
dostupného uhliku, jako zdroje energie, mikroorganizmy k rozkladu organickych latek
nezavisle na obsahu dusiku v nich [75,81]. Obsah dusiku v listovém opadu bézné dosahuje
hodnoty cca 0,3 % a dfevnaté ¢asti rostlin pak obsahuji jen cca 0,02 %, celkovy obsah dusiku
v pidé pak souvisi s obsahem humusu [16,164]. C/N pomér ovlivituje dynamiku organické
hmoty a tim dostupnost zivin pro rostliny. Mikrobidlni biomasa i respirace je u opadu
z jehlicnanil vyssi, nez u opadu z listnatych dievin s vysokym pomérem C/N (napi. dub)
a opad stromt s nizkym pomérem C/N (napf. olSe), vykazuje respiraci nizsi. Sukcesi jsou
druhy s vysokym obsahem dusiku a nizkym C/N pomérem v listech nahrazovany druhy
s opacnymi vlastnostmi [5,35,109].

Nékteré mikroorganizmy fixuji molekularni dusik pfimo z atmosféry a redukuji jej na
amoniakalni dusik ostatnimi organizmy asimilovatelny do biomasy, z niz je pak formou
amonnych iontd nebo dusi¢nanli vstfebavan rostlinami, zejména symbiotickymi s fixatory
dusiku. Odumienim biomasy dojde k uvolnéni dusiku, ktery tak mize byt znovu vyuzit, vazan
v pude¢, volatilizovan, nitrifikovan na nitratovou formu nebo naopak denitrifikovan na oxid

dusny (N,O) a molekularni dusik [116,152].
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Uhlik, jehoz dostupnost se méni v zavislosti na slozeni opadu, se do pidy dostdva
prevazné formou celuldzy a ligninu z opadu a také z cca 15 % az 25 % z kotenovych exudata
rostlin, které jsou pro mikroorganizmy nejdostupnéjSim zdrojem uhliku diky jednoduchym

fetézclim téchto latek [16,22,144].

1.2.3 Pusobeni ostatnich pudnich organizmu

Proces mineralizace organickych latek je vyrazné ovlivnén zejména pidni mikroflorou,
jejiz populaéni dynamiku a tim také ucinnost dekompozice moduluje predace puldni
mikrofaunou, kterd vétSinu organické hmoty pouze preménuje. Organickd hmota je
rozkladana bakteriofagnimi hlisticemi (Nematoda) a prvoky (Protozoa) konzumujicimi pfi
nedostatku bakterii i jiné men$i prvoky, celulézu, houby nebo huminové slouceniny
[22,63,90,105,144].

Dekompozice je vyznamnym zpusobem ovliviiovdna také plidni mezofaunou
a makrofaunou, jejichz funkce spocivd v konzumaci opadu, zménach chemického slozeni
pudy a pH, promichavani a provzdusiovani pudy a také predaci. Z hlediska druhové diverzity
pudniho edafonu jsou nejvyznamnéjSi cClenovci (Arthropoda), jako jsou chvostoskoci
(Collembola), stonozkovci (Myriapoda), stejnonozci (Isopoda), brouci (Coleoptera) a dvouktidli
(Diptera) vcéetné jejich larev, ptfedstavujici az 85 % veSkeré plidni fauny, ktefi maji ve
spoluptisobeni s mikrobidlni a rostlinnou biomasou vyznamny vliv na organickou hmotu
a transport zivin. Nejvyznamnéjsi je vliv krouzkovet (Annelida), zejména zizal, néalezicich do
tridy maloStétinatcti (Oligochaeta), vytvarejich svym pohybem v pudé stabilni vertikalni,
v piipadé anektickych druhti, nebo horizontalni chodbicky u druht endogeickych, diky nimz
dochazi k promichéavani a tim také provzdusnovani plidy, pfi¢emz chodbickami zaroven mize
snadnéji pronikat voda [22,79,96,144,177]. Cinnost Zizal pomaha chemicky rozkladat,
rozmélinovat a zvlh¢ovat opad, ¢imZ zvysuji dostupnost zivin pro mikrobialni spolecenstva
a podporuji tak jejich rist a distribuci, zabudovavat dusiku do puadnich struktur a bylo
prokédzano, Ze obsah uhliku v plidni organické hmoté vykazuje na hustoté zizal dokonce
ptimou zavislost. Vzhledem k ptitomnosti mikroorganizmil ve sttevé zizal, obsahuji pak jejich
exkrementy oproti substratu, pied tim, nez projde jejich travenim, celkové vyS§i mnozstvi
mikroorganizma, navic jejich travici systém disponuje zlazami produkujicimi zéasadité latky
neutralizujici huminové kyseliny v substratu, které vyluCované v exkrementech poméhaji
neutralizovat kyselost pidy, pficemz tyto exkrementy obsahuji znaéné rozruSeny opad

jednoduseji zpracovatelny mikrobialni biomasou pro mineralizaci Zivin [22,28,62,137,144].
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1.3 Hodnoceni padnich mikrobialnich spole¢enstev

Z védeckého a napt. zemédé€lského hlediska je porozuméni vlastnostem mikrobidlni
biomasy, jeji aktivity a diverzity, které ovliviuji stav piidnich ekosystémi, velmi dilezité
a analyzy mikrobialnich spolec¢enstev mohou byt vyuzity pro prakticka opatfeni ke zlepSovani
kvality piidy. Z divodu dobfe definovatelnych vztahit mikrobidlni diverzity, plidy a rostlin
v kontextu celého ekosystému v soucCasnosti slouzi vlastnosti pidnich mikrobidlnich
spolecenstev jako relativné vysoce citlivé indikatory vitality pidniho systému [76].

Vlastnosti pudnich mikrobidlnich spolecenstev byly standardné studovany na trovni
procesti probihajicich v biomase, napt. hodnocenim rychlosti respirace nebo enzymatické
aktivity, jejichz méteni poskytuji informace o iloze zakladnich mikrobidlnich procesi, avSak
jejich vypovédni hodnota kvalitativnich zmén na urovni spolecenstva je z divodu diverzity
taxonl, které mohou provadét dany proces v pidé, nizkd a nepopisuji mikrobidlni
ekosystémy. Interakce na Grovni mikrobidlniho spolecenstva jsou velmi sloZzité a zavisi na
mnoha faktorech, napt. na ptitomnosti danych druht, jejich funkci a vzajemnych interakcich
s dal§imi druhy, coz je vSak zaroven divodem, pro¢ mohou byt tyto kvalitativni
a kvantitativni zmény ve sloZzeni spoleCenstev vyuZzivany jako citlivé ukazatele zmén
v pudnich ekosystémech z kratkodobého i dlouhodobého hlediska, avSak pro komplexni
analyzu ptdniho mikrobidlniho spolecCenstva je tfeba zahrnout také stanoveni rlstu
mikroorganizmi, distribuci a funkce a pokud mozno i mezidruhové interakce [76].

Pidni mikrobiologie dlouhodobé feSila vyvoj ucinnych metod, schopnych urcit
pfitomnost mikroorganizmi v pidé a stanoveni jejich funkce in situ. V soucasnosti jsou
dostupné metody, umoziujici kvalitni detekci plidnich mikroorganizmi, jejich diverzity,
distribuce a chovani na pfirozenych stanovistich, jejichZz vyvoj neustale pokracuje. Pro
porozumeéni funkcim aktivity mikroorganizmt v ekosystémech je zékladnim ptredpokladem
reprezentativni odhad diverzity mikrobialnich spolecenstev [76,87].

Analyza padnich mikrobidlnich spolecenstev byla klasicky provadéna pomoci
kultivaénich technik za pouziti riznych kultivaénich médii, avSak tento zplisob umoznoval
obsdhnout jen malou ¢ast (<0,1 %) pidniho mikrobidlniho spolecenstva. Ke kvantifikaci
pudni mikrobidlni biomasy existuje fada dalSich metod vyuzivajicich naptf. mikrobialni
respiraci, enzymatickou aktivitu ¢i obsah ATP jako indikatory, které v§ak umoziuji hodnoceni

pouze obecné charakteristiky piidni mikrobialni biomasy [76,187].
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Molekularni metody, vyuZivajici napi. amplifikaci malych podjednotek rRNA genil
(SSU rRNA) z nukleovych kyselin, pfinesly do vyzkumu mikrobidlnich spolecenstev nové
moznosti analyzy fylogenetické diverzity s moznosti charakterizovat ptidni mikroorganizmy
v soucasnosti uméle nekultivovatelné a provadét tak komplexni kvantifikaci pidni
mikrobidlni biomasy. Studium pidnich mikrobidlnich spolecenstev musi pro celistvéjsi
informace o podilu jednotlivych mikrobiadlnich spolecenstev na kvalit¢ a vitalit¢ pady

vyuzivat kombinace kultivacnich a kultivacné-nezavislych metod [76,127].

1.3.1 Analyza spolecenstva - kultivacni metody

Kultivace mikroorganizmli za ucelem jejich identifikace zjiStovanim piitomnosti
vybranych enzymil, metabolickych drah nebo mikrobidlnich spolecenstev, pomoci
metabolizace zdroje uhliku (napf. sacharidy, proteiny), ktera vyvold barevnou zménu
indikatoru, patfi v ramci studia biodiverzity mezi zékladni biochemické postupy [102].
Komplexni informace o struktufe a sloZeni pidnich mikrobnich spolecenstev lze ziskat jen
kombinaci metod kultiva¢nich s kultivacné nezavislymi (viz. oddil 1.3.2 Analyza spolecenstva
— kultivacné nezavislé metody), nebot’ pfi samostatném vyuziti, jakkoli je obecné¢ mozné
kultivatnimi metodami zji§tovat diverzitu piidnich mikroorganizmli a jejich kvalitativni
parametry (napf. rozklad organické hmoty), nejsou dostatecné piedev§im pro porozuméni
rstu, vyvoji a funkcim mikroorganizmi v ptidnich procesech [76].

Mezi nejbézn€jsi metody kultivace, zaloZzené na klasickych metodach bakterialni
taxonomie, uzivané pro analyzu pldnich mikrobialnich spolecenstev, patti tzv. fyziologické
profily na urovni spole€enstva, napt. komer¢ni systém BIOLOG, identifikujici ptes 2500
druhti aerobnich bakterii, anaerobnich bakterii, kvasinek i hub podle jejich zplisobu vyuziti 95
diive popsanych zdroji uhliku, dusiku, siry a fosforu umisténych v jamkach na
mikrotitracnich destickdch, do nichz jsou inokulovany pfedem nakultivované bakterie,
pfi¢emz jsou zdroveil testovany také vlivy pH a osmotické podminky. Samotna identifikace
probiha spektrofotometricky kvantifikaci zmény barvy zptisobené redukci tetrazolinového
barviva vyménou elektront pfi respiraci. Pro ur€eni hrubé funkéni diverzity mikrobialniho
spolecCenstva je fyziologicky profil na urovni spoleCenstva, navzdory moznému zkresleni

vysledki a tim interpretaci dat, dilezity [76,102].
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Vyhodou tohoto systému je moznost zisku relativné obsdhlého mnozstvi dat
o fyziologickych schopnostech analyzovanych mikrobidlnich spolecenstev, umoznujicich
jejich odliseni a zaroven sledovani vyvoje jednoho spoleCenstva, technicky nenarocnym
zpusobem, ktery ma vSak ur¢ita omezeni, napf. citlivost k hustoté inokula, charakterizuje jen
¢ast spolecenstva schopnou ristu v danych podminkach s upfednostnénim rychle rostoucich
mikroorganizmt a spiSe nez o redlné, informuje o potencialni metabolické aktivité [102].

Na pocatku 90. let 20. stoleti byl zajem o vyuziti tohoto systému pro celkovou analyzu
slozeni a metabolického potencialu mikrobidlnich spolecenstev inokulaci desticky mikrobialni
frakci z environmentalniho vzorku misto kultury jediného izolovaného mikroorganizmu.
V soucasnosti jsou pro analyzu mikrobidlnich spolecenstev vyuzivany desticky pro houby,
kvasinky, G+ a G- bakterie nebo tzv. systém EcoPlate, jehoZ vystupem je tzv. ,fingerprint-
profil®, neboli fyziologicky (metabolicky) profil daného mikrobidlniho spolecenstva [102].

1.3.2 Analyza spoleé¢enstva — kultivaéné nezavislé metody

Vzhledem k vySe uvedenym omezenim kultivaénich metod jsou castéji vyuzivany
metody kultivaéné nezdvislé, umoznujici hodnoceni slozeni spolecenstev po provedeni
extrakce, kvantifikace a identifikace molekul, specifickych pro dané¢ mikroorganizmy nebo
mikrobialni spolecenstva, z pidy ¢i pokrocilou fluorescen¢ni mikroskopickou technikou. Pro
tyto studie jsou dulezité fosfolipidové mastné kyseliny (viz. oddil 3.3.5 Limitace analyzy
PLFA) a nukleov¢ kyseliny [76].

Kultivaéné€ nezavislou metodou je napt. analyza specifického biomarkeru vyuZzitelna pro
studium diverzity i1 charakteristiku struktury mikrobidlnich spolecenstev, napf. analyza
lipidového profilu, nebot’ lipidy, jako zakladni stavebni kameny struktury bunék, plni funkce
zasobnich latek, specifickych mediatorti a aktivatorii signdlnich procesu, pficemz se sloZzenim
v jednotlivych organizmech 1i8i a na zdklad¢ rozdili pak mohou byt odliSovany jednotlivé
druhy mikroorganizmt. K nejpouzivanéj$im biomarkertim patii tzv. FAME a PLFA [102].

Principem analyzy methylesteri mastnych kyselin (FAME) je esterifikace lipidi
s nastfikem, separaci a identifikaci methylesteri mastnych kyselin plynovou chromatografii
(GC). Jedna se o relativné rychlou a finan¢né€ nenaro¢nou metodu, avsak interpretace dat je
analyzy je pouzitelny i pro stanoveni lipidi (v€etn€ zasobnich) mrtvé organické hmoty,
citlivych na podminky rastu, coz umoziuje identifikaci zivé 1 mrtvé mikrobidlni biomasy

a charakterizaci diverzity spoleCenstev [102].
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Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA), viz. oddil 3.3.4 Analyza pudnich
mikrobidlnich spoleCenstev pomoci PLFA a 3.3.5 Limitace analyzy PLFA, pfistupuje
k hodnoceni struktury ptidniho mikrobialniho spolecenstva kvantitativné, hodnoti jeho zmény
a soucasn¢ minimalizuje artefakty a metodicka zkresleni. [150,184].

Studie genetické rozmanitosti pidy na zakladé analyzy nukleovych kyselin hodnoti

bakterialni diverzitu jako 200x vétsi oproti kultivatnim metodam, z ¢ehoz vyplyva, ze pudni

vvvvvv

v

schopna podat o piidnich mikroorganizmech ucelenéjsi informace, nez jaké lze ziskat
kultiva¢nimi metodami. Jak bylo potvrzeno studiemi, z vice nez 90 % mikroorganizmi,
pozorovatelnych mikroskopicky in situ, Ize rDNA extrahovat a analyzovat [76]. Metody
studia rDNA existuji v mnoha modifikacich, vyuziti jeji genetick¢ informace je vzdy
podminéno izolaci nukleové kyseliny z biologického materidlu zakoncentrovanim a teprve
poté miize nasledovat zpracovani pro dalsi aplikace.

Mikrobialni rDNA lze izolovat bud’ pfimo (in situ) v padni matrici, kdy jsou
mikroorganizmy lyzovany a uvolnénd rDNA je extrahovéana a CiSténa a nebo nepfimo (ex
situ), kdy se nejdiive mikroorganizmy extrahuji z pldni matrice a teprve nasledné jsou
mikrobidlni frakce lyzovany [102]. Nukleové kyseliny pak mohou byt analyzovany
a identifikovany pomoci biomarkert, a to i na druhové urovni, citlivymi metodami s vysokou
genetickou specifitou, bud’ klasickou cestou napt. polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
nebo modernéj$i metodou, jako je napf. next gene sequencing. V soucasnosti se analyzy
zamé&fuji na charakterizaci piidnich mikrobialnich spolecenstev na zédkladé¢ rRNA na rozdil od
genil pro rRNA koédovanych rDNA [76]. 1 tato metoda vSak ma urcitd omezeni, napf.
nekonzistenci regenerace DNA, DNA z mrtvych bunék, pracny odbér reprezentativnich
vzorkli v polnich podminkach a potieba zvlastnich primert a sond na zaklad¢ znalosti
ptedchozich sekvenci [87]. Plida je velmi slozitd a heterogenni matrice a v soucasnosti neni
znama metoda zaloZend na extrakci DNA, u niz by nedochézelo ke zkresleni vysledkd, navic
byl tento pfistup aplikovan pfevazné ve vyzkumu prokaryot. Zasadni vyhodou analyzy SSU
rDNA je moZnost charakterizace studovanych mikroorganizmii odebranych z ptirodniho
stanovisté bez pfedchoziho pouziti béznych kultivacnich technik, které nejsou pro studium
pudnich mikrobidlnich spolecenstev vzdy pfistupné, napak ve spojeni s fluorescencnimi
oligonukleotidovymi sondami umoziuje pouziti SSU rRNA ¢i sekvenci tDNA vykonny

pristup [76].
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K zékladnim metoddm urovani diverzity mikrobialnich spolecenstev patii
fylogenetické analyzy, na zékladé predchoziho klonovani PCR produkti a sekvenovani
ziskanych klonli, s vyuZzitim univerzalnich primerti genu 16/18S rRNA. rDNA a rRNA jsou
v téchto analyzach jako znaky pouzivany standardné, ostatni znaky mohou poskytovat
u mikroorganizmli nejvice informaci o morfologickych 1 molekuldrnich udajich.
Fylogenetickd analyza je, mimo odvozeni taxonomie, vyznamna také pro pochopeni
fyziologie 1 ekologie doposud nekultivovatelnych druhit mikroorganizmi moznosti ur¢ovani
vzajemnych podobnosti mezi riznymi mikroorganizmy. Nevyhodu této metody je vSak
zalozeni analyzy na jednom typu molekul a omezeného souboru taxonomickych kritérii, coz
neposkytuje jistotu uréeni nezndmého mikroorganizmu [76,102].

Dalsi kultivaéné nezéavislou metodou je fluorescencni in situ hybridizace (FISH),
umoziujici piimé identifikovani a kvantifikaci obecnych i specifickych taxonti ptudnich
mikroorganizmti, hlavné prokaryot, v pfirozeném mikrostanovisti. Tato metoda pouziva
vizualizaci 16S nebo 23S rRNA celych bun€k fluorescencné oznacenych a hybridizovanych
taxonomicky specifickou oligonukleotidovou sondou, konfokalni laserovou rastrovaci
mikroskopii (CLSM). Hybridizace celych buné€k eliminuje artefakty vznikajici chybami
béhem extrakce DNA, amplifikace PCR a klonovani. Metoda FISH se uplatiiuje pfi studiu
funkce mikroorganizmti v ramci struktury mikrobialniho spolecenstva, ekologické distribuce
pudnich mikroorganizmii na stanovistich a je navic kombinovatelna s kultivacnimi metodami,
imunofluorescenci apod. Metoda FISH slouzi ke studiu popula¢ni dynamiky, monitoringu
mikroorganizmli v ramci biologické ochrany, bioremediaci, epidemiologii a mikrobialni

ekologii patogenti hospodarskych rostlin [76].

1.3.3 Metody zalozené na posouzeni velikosti SMB

K posouzeni vlivli na ptidni mikrobidlni biomasu ve vzorcich pid lze pouzit n¢kterou
z metod stanoveni velikosti celkové SMB v pidé, jako napi. chloroformovou fumigacni
extrakci (CFE), coz je standardné vyuzivana metoda, zejména pro rychlé uvolnéni a snadny
postup extrakce uhliku uvolnéného z piidni mikrobidlni biomasy, pfi niZ se bunky v piidnim
vzorku alespoit 24 hodin lyzuji parami chloroformu a dochdzi k uvoliiovani uhliku
z mikrobidlni organické hmoty do plidy. Obsah organického uhliku se stanovi z extraktl
s 0,5 M dichromanem drsaselnym (K,SO.) se silnou kyselinou s nasledujici titraci Mohrovou

soli nebo 1 pomoci spektrofotometrickych metod.

30



Mrtvou organickou hmotu vSak fumigace vyrazné¢ neovlivni, a proto muize byt obsah
mikrobidlniho uhliku stanovovan jako rozdil fumigovanych a nefumigovanych vzorkd,

z n€hoZ je vypocten obsah pidniho mikrobialniho uhliku (SMBC) podle rovnice:

SMBC = (CF - CNF)/Kec [pg/g suché ptdy]

kde CF je oxidovatelny uhlik extrahovany z fumigovanych vzorki po odecteni blanku, CNF
znamena oxidovatelny uhlik extrahovany z nefumigovanych vzorkli po odecteni blanku a Kec
je tzv. kompenzacni faktor, definovany pro riizné typy pid v rozmezi hodnot < 0,2 pro vzorky
z hloubky > 40 cm do hodnoty 0,45 pro zemédélské pudy.

Hodnota mikrobidlni biomasy se vyjadiuje jako hmotnost uhliku vztazena na jednotku
hmotnosti pidy. Timto zplisobem lze tedy stanovit mikrobidlni biomasu v pidé pifimo bez
separace mikroorganizmt a také mnozstvi uhliku v biomase i mimo buiiky z nefumigované
pudy. Za nedostatek této metody lze povazovat, zZe zjisténé udaje neposkytuji informace
o stavu spoleCenstva z fyziologického hlediska, jsou pouze kvantitaivni a pro kvalitativni
stanoveni mikrobidlniho spoleCenstva je tieba doplnit analyzu o dalsi metody [8,98,186].

Druhou metodou je tzv. substratem indukovana respirace (SIR) zaloZend na aktivité
SMB, kdy je méfena jeho odezva na Cerstvé piidany substrat, kterym je z divodu nejlepsi
biologické dostupnosti glukéza. Korelaci CO, (v pl na g pidy) vznikajiciho po piedem

stanovenou inkuba¢ni dobu se SMBC (v pg na g pidy) znazoriiuje nasledujici rovnice: [7]
SMBC = (40,04 x CO,) + 0,37 [8]

Srovnanim obou vySe popsanych metod na vzorcich ¢tyt pad bylo v ptfipadé méteni
metodou SIR po ptidavku vapna, na rozdil od méfeni metodou CFE, zjisténo zvyseni SMB,
coz bylo zplisobeno jeho odezvou na ptfidavek nového substratu, nebot” SIR méii aktivitu
SMB oproti CFE metod¢ zaznamenavajici celkovou SMB, ktera je citlivd na chloroform.
Z tohoto diivodu je métfeni SMB metodou CFE povazovano za robustni a stabilni [136].

Ze srovnani s piedchozimi metodami CFE a SIR s metodou tzv. celkovych
extrahovatelnych fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) vyplynula témét shodna citlivost,
jako v ptipadé ptdni respirace, avsak jen slaba korelace. Metoda PLFA je vyhodna z hlediska
snadné analyzovatelnosti extraktl pro identifikaci odliSnosti extrahovatelnych PLFA, ¢imz lze

ziskat informace o velikosti a sloZzeni SMB a je tedy moZzné PLFA oznacit za index SMB [8].
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2 SUKCESE, REKULTIVACE A TVORBA PUDY NA VYSYPKACH

2.1 Sukcese a rekultivace na vysypkach

Vysypky vznikaji nasypavanim odtézené¢ho nadlozi zakladaci béhem povrchové tézby,
napt. hnédého uhli, do umélych utvarl vertikaln€ clenit¢é morfologie, podminujici
heterogenitu stanovist. Mohou byt ponechany sukcesi nebo rekultivovany, coz piinasi odlisné
podminky odrazejici se v druhové skladbé osidlujicich organizmi, kdy se na vytvotenych
refugiich sukcesnich ploch vyskytuji druhy ohrozené a vzacné, které jsou vazany
k ubyvajicim stanovistim a plochy rekultivované byvaji obyvany druhy obecnymi.
Z biologického hlediska tedy maji sukcesni plochy velky vyznam prokdzany mnoha
tuzemskymi a zahraniénimi studiemi, pfesto je vétsina vysypek v CR komplexné technicky
rekultivovana urovnanim ptvodniho ¢lenitého terénu, odvodnéna a déale obhospodafovana
zemédelskym nebo lesnickym zplisobem (viz. nasledujici oddil 2.1.1 Lesnicka rekultivace),
¢imz byvéa zni¢eno mnoho biologicky hodnotnych ploch bliZzicich se zvlasté chranénym
uzemim [26,134,165,175,179].

Clenity povrch vysypek, chemicko-fyzikéalni vlastnosti zemin, vodni reZim a obsah Zivin
zasadnim zplsobem ovliviluji podminky pro mozné uchyceni a S$ifeni vegetace, snaze
probihajiciho na plochach sousedicich s jiZ rozvinutou vegetaci bohatou na semena. Na
vysypkach dochazi, s vyjimkou nékolika druhii dfevin, napt. bezu ¢erného (Sambucus nigra),
viby jivy (Salix caprea) nebo topolu osika (Populus tremula), schopnych uchyceni se na
novych vysypkach, vzdy nejdiive k obsazeni stanovist’ ruderalnimi druhy [26,27,176,179],
které zacnou byt po cca 25 letech v zavislosti na zménach plidnich pomérti vyvolanych
¢innosti zizal a pidnich bezobratlych, kdy vznikaji hlubsi a strukturné diverzifikovanéjsi
organické horizonty, postupné nahrazovany lucnimi a lesnimi druhy, v pozd¢jsi fazi sukcese
pak nastupuji domdaci dieviny a neruderdlni bylinné a travinné druhy [15,60,133,139].

Nerekultivované vysypky ponechané sukcesi se tak postupem casu spontdnné méni
z travnich porostli na lesostepi naletovych dievin [134,165,175]. Sukcesni vyvoj poskozeného
stanoviSté je dlouhodobym procesem, ktery se vSak v ptipadé¢ dobrych ekologickych
podminek muze bliZit rychlosti rekultivovanym plocham a s jejich stafim se rozdil postupné
jesté vice snizuje. Ve vyvoji pid na plochach do 20 let véku byly zjistény vyznamné rozdily,

zatimco mezi plochami 40 a viceletymi jen malo znatelné.
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Rekultivace, narozdil od sukcese, kterd zac¢ina probihat velmi brzy po nasypani vysypky,
jsou provadény teprve po 2 az 10 letech a zacinaji terénnimi upravami, pfi nichz jsou
likvidovana primarni sukcesni spolecenstva, coz ma negativni vliv na diverzitu a znesnadiiuje
urceni staii ploch. Jiz béhem tézby by proto sukcese méla byt brana v uvahu a mély by byt
tvofeny vysypky s ¢lenitéjSim terénem a v jejich blizkosti ponechavana ptirodni spolecenstvi
blizici se ptirozenym [60,123,133,139,156].

Zakladem tuspésné rekultivace tzemi, kterd pomahd urychlit vyvoj pidy a snizovat
erozi, zavisejici na mnoha faktorech, je tedy nalezeni vhodného rekultivacniho mixu a poméru

rekultivované plochy k plochdm ponechanym spontdnni sukcesi s ohledem na potencial

vyuziti krajiny [52,134,165,169,175].

2.1.1 Lesnicka rekultivace

Lesnicka rekultivace plni mnoho funkci, zejména asanacni, ptidoochrannou a hydrickou,
ale také ekonomickou a jejim cilem je vytvotfeni nového lesniho porostu s riznym funkénim
zamétenim. Lesnickou rekultivaci mohou vznikat bud’ lesy produkéni (tézba dieva), slozené
z tradi¢nich porostii rychle rostoucich lignikultur nebo lesy ucelové, tedy rekreacniho,
agromeliora¢niho, hydrického a stabilizaéniho vyznamu a mohou tvofit doprovodnou nebo
jen docasnou zelen, rozptylenou zelenn okolo cest a vodnich dél apod. Rekultivacni vegetace
vsak plni pfedevsim plidoochrannou a pedogenetickou funkci. Tento zpiisob rekultivaci je
nejméné naro¢ny na Uzemni a technickou vybavenost a je provadén zejména na svazitych
Castech terénu. Rekultivaéni prace probihaji v pétiletém biologickém cyklu, pocinajicim
vysadbou dievin do pfedem chemicky a mechanicky pfedupravené pidy, po niZ nasleduji
ozinani, okopavani sazenic, zavlazovani a ochrana proti okusu zvéti, béhem jedenactého roku
od pocatku rekultivace se provadi profezdvani porostt [58,140,161,169]. Pievrstveni ornici se
v ptipad¢ lesnickych rekultivaci vétSinou neprovadi, ackoliv je prospésné z hlediska obsahu
kotentli a semen vytrvalych rostlin a kovin [52,53,121].

Zatraviovani, provadéné v ramci protieroznich opatieni, negativné ovliviiuje chemické
vlastnosti pudy, zplisobuje jeji zhutiiovani a kompetici piedev§im o vodu a ziviny se stromy,
které maji zdsadni vliv na mikroklima stanovisté¢ a cyklus zivin (napf. sekvestrace uhliku)
v rhizosféte [31,33,180]. Z hlediska ekologie je dilezité¢ dbat na autochtonnost vysazovanych
druhti dfevin, tedy upfednostiiovany by mély byt dieviny doméciho genofondu a rychle

rostouci druhy tolerujici naro¢né podminky, vytvatejici kvalitni kofenovy systém [38,162].
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2.1.2 Rekultivacni dreviny

Dieviny pro lesni rekultivace lze rozd€lovat podle riznych kriterii, napt. podle
pedomelioracnich schopnosti, zavislych na kvalit¢ opadu, které jsou velmi vyznamné pro
latkovy kolobéh. Mezi dieviny s velkou pedomeliora¢ni uc€innosti patii trnovnik akat
(Robinia pseudoacacia), coz je vsak invazni neofyt, dale olse lepkava (Alnus glutinosa), jasan
ztepily (Fraxinus excelsior), topoly (Populus), jilmy (Ulmus), liska (Corylus) a habr obecny
(Carpinus betulus). Dteviny jako lipy (7ilia), vrba (Salix), dub zimni, letni (Quercus robur,
Q. petraea), javor klen (Acer pseudoplatanus), javor mlé¢ (Acer platanoides), biiza bélokora
(Betula pendula) a jetaby (Sorbus), buk lesni (Fagus silvatica), topol osika (Populus tremula
Linné) se vyznacuji stiedni Gi¢innosti a napt. u jedle bélokoré (4bies alba), smrku ztepilého
(Picea abies), borovice lesni (Pinus silvestris), modiinu opadavého (Larix decidua), je tato
schopnost nizka, pfi¢emz vétSina téchto druhli ndlezi k nejastéji pouZivanym cilovym
dfevinam. Hojné byvaji k vysadbé vyuzivany ale i dal§i druhy dievin, jako napf. borovice
blatka (Pinus uncinata subsp. uliginosa), borovice kle¢ (Pinus mugo) a také neptivodni druhy,
jako borovice Cernd (Pinus nigra) a borovice vejmutovka (Pinus strobus), smrk pichlavy
(Picea pungens), javor jasanolisty (Acer negundo), pajasan Zlaznaty (Ailanthus altissima),
dub Cerveny (Quercus rubra) aj. [58,140,161,169].

Velmi Casto dochézi k vysazovani monokultur pravé nékterych vyse jmenovanych, a to
olSe lepkavé (Alnus glutinosa) dubu letniho (Quercus robur), dubu zimniho (Quercus petraea)
1 dubu Cerveného (Quercus rubra), javoru klen (Acer pseudoplatanus) ¢i smrku ztepilého
(Picea abies) a predevSim borovice lesni (Pinus sylvestris), viz. Obr. 2, ¢imz sice dojde

k relativné rychlé obnové, nevznikne vsak ptirozeny les [58,69].
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Obr. 2: Lesnicka rekultivace - borova monokultura [135]
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Béhem pionyrsé faze, kdy je sniZend biodiverzita a ekosystémem neni vyvinuty, se muze
vyvoj lesa i zastavit [115,180]. Borové monokultury byvaji pro zpeviiujici efekt vysazovany
pii rekultivacich piskoven do hustych tad, kde se vytvoii jen minimalni podrost, nebot” rychle
odcerpavaji ziviny a po cca 20 letech se zastavi i pfirGist borovic, proto nékdy byva pied

vysadbou navezena zemina [153].

2.1.3 Viiv rekultivacnich dfevin na vyvoj a vlastnosti pud

Olse lepkava (Alnus glutinosa) je typicka rekultivacni ptfipravna dievina, pavodni druh
luZznich lest a bazin, uplatilujici se pfi zpeviiovani biehli vodnich tokl nebo hrazi rybnikd.
Ol3e velmi dobie tvofi pafezové vymladky a bez problému prosperuje i na chudsich hlinitych
az jilovitych nebo i degradovanych, vlhkych a pravideln¢ zaplavovanych ptidach, a to diky
rozvinuté kofenové mykorhize, umoziujici vazani vzdusného dusiku [118], pro kterou je
vysazovana pii lesnické rekultivaci vysypek, kde se v porovnani s napt. borovici (Pinus) nebo
btizou (Betula) v prvnim roce nejlépe adaptuje a nejvice akumuluje nejen dusik, ale také uhlik
v organickém O-horizontu, ma ale také vliv na snizeni pH piidy. Stejné tak v porovnani se
smrkem (Picea) byla u olsi zjiSténa vySsi akumulace uhliku v nadzemni biomase a pozitivni
korelace s jeho ukladdnim v pidé, pficemz obsah uhliku byl pozitivné ovliviiovan ZiZzalami.
Kotenovy systém olSe se soustfed’'uje mezi nadloznim humusem a svrchni, na Ziviny bohatou,
mineralni vrstvou, kde probihaji nejvyznamné;jsi biologické procesy [35,82,85,86,104]. Jsou-
li vysazovany smrkové monokultury, které nemaji na hlubsi piidni horizonty zadny vliv,
dochazi vlivem riznych druhii kofenovych mikroorganizmiti, produkujicich organické
kyseliny, k poklesu pH ptdy [31,82,107,111].

DalSimi dievinami, hojné vyuzivanymi pro lesnické rekultivace jsou dub letni (Quercus
robur) a btiza bélokord (Betula pendula). Dub letni je vhodny pro t€z8i a humdzni, mirné
vlhké, mokré i zaplavované, vyzivné Cerstvé pudy, avsak je schopen tolerovat i pudy s niz§im
obsahem Zivin, stejné jako sussi utuzené pudy, projevuje vSak citlivost vici klesani hladiny
spodnich vod. Béhem poslednich desetileti dochazi k obnové piirozené porostni skladby
vysadbou dubu, jak kosterni dieviny, v rozvolnénych skupindch [82,118]. Bfiza je velmi
rozSitenym rekultivacnim pionyrskym druhem vhodnym pro vlh¢i pisCito-hlinité pady, kde
muze byt vysazovana bez ptedchozich Uprav, napt. navdzka ornice. Velmi dobie sndsi také
velmi kyselé plidy a vytvareji symbidzu s houbami, véetné stopkovytrusnych. Pti vysadbé je
vSak potieba pouziti vhodného podrostu, nebot’ bfizy odCerpavaji ze svého okoli znacné

mnozstvi zZivin a vody. Zajimavou vlastnosti je vysoka odolnost mrazu az do -35 °C [118].
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2.2 Tvorba pud na vysypkach a jejich vlastnosti

Proces tvorby ptiidy spontannim zplisobem nebyl narozdil od rekultivovanych vysypek
dlouhodobé¢ studovan, avSak je zfejmé, Ze je podminén mnoha faktory, napt. promenlivou
kvalitou substratii, postradajicich recentni organickou hmotu [4,57,65,92], z nichzZ se vysypka
sklada, kterd je dana vlivem rizné zrnitosti substrati (pisCitost ¢i kamenitost) s obsahem
jilovych a jilim podobnych minerdll z nadlozi, zvétratelnosti (zvétravani substratu je
zakladnim parametrem), skeletovosti, infiltraénimi vlastnostmi, dostupnosti Zivin, celkovym
mineralni silu maji substraty s vysokym obsahem kiemene, stfedni mineralni silu nachdzime
u substratli vzniklych odvépnénymi sprasemi a hlinami a také na jilech s vys$sim podilem
kaolinitu a naopak nizkym podilem trojvrstevnych jilovych minerald, nejvyssi mineralni silu
pak jevi substraty terciernich tufickych jili s bentonity a jili s vysokym obsahem
montmorillonitu a vapniku, rovnéz tak substraty vzniklé z holocennich hlin a sprasi. Jednim
ze zékladnich faktort vzniku ptd je biologické zvétravani a dle poméru jemnozrnné slozky
substratu se tvoii lehké, stfedné t€zké a tézké puady [58,65,93,94,115,161].

Vyznamnym pldotvorny prvkem pii stabilizaci a rekultivaci vysypky je také vegetacni
pokryv, pficemz v zavislosti na stddiu sukcese a tim i stafi samotného substratu vysypky se
pH pad snizuje a klesa obsah sodiku a vapniku a naopak obsahy dusiku, uhliku, drasliku
a fosforu rozpusténého ve vodeé se zvysuje [58,138,161]. Spontanni tvorba plid na vysypkach
je vyznamné ovliviiovdna rostlinnou biomasou, kterd opadem vraci pidni ziviny zpét
a dochazi k akumulaci ptidni organické hmoty, ktera je rozkladdna reducenty (napt. bakterie,
houby), jejichz metabolickymi procesy vznika vrstva humusu, na jejiz tvorbé se podili také
koteny (vylucujici navic organické kyseliny pomdhajici rozruSovat horninu) fungujici ve
vznikajici piid€ jako drenazni systém a vyznamné je i promichavani opadu s minerdlni vrstvou
pudni mikrofléorou a makrofaunou [54,55,115,161]. Padni fauna je vyrazn€ ovliviiovana pH,
nebot’ vyvoj vétSiny mikroorganizmi probihd v rozmezi pH 4 az 9, v ptipadé acidofilnich
mikroorganizmt muze byt pH 1 niz$i nez 1 [13]. Na vysypkach hnédouhelnych lomii mohou
byt, kromé biogennich prvki, také stopové koncentrace toxickych prvkl, napt. Hg, Pb, As,
Ni, Cu a jelikoz pH vysypkovych substratl nékdy vykazuje extrémni hodnoty, mohou vznikat
zeminy s fytotoxickymi vlastnostmi problematickymi pro rekultivace [26,64,138,162].
Humusové vrstva je znatelnd az po cca 24 letech od rekultivace a vznik pldy je ovliviiovan
také reliéfem vysypky, jeji nadmotskou vyskou, expozici ploch a €lenitosti terénu, nebot’ tyto
parametry formuji vodni reZim, erozi a celkové mikroklima. Podzemni voda na vysypkach ma

nepiiznivy vliv, vegetacni kryt zvySuje infiltraci vody a snizujicim volny odtok [58,115,161].

36



2.2.1 Zvétravani vysypkovych substratu

Pidy na vysypkach jsou tvofeny, nezavisle na charakteru, rozpojenymi horninami.
Vyznamny pro vodni rezim a chemismus substratii je zde podil zvétralin o velikosti pod
2 mm, vznikajicich fyzikdlnim zvétrdvanim, které je, zejména v piipad€ Sedych zpevnénych
jilt ¢i jilovel a cyprisovych jilt,, pomérné rychlé za vzniku tzv. listkové struktury a bahennich
trhlin, podle nichz se dale rozpadaji. Stejnym zvétravanim, avSak vyrazné pomaleji, prochazi
také ostatni jilové a hlinité sedimenty, spraSe a pisky, které jiz zvétravanim v minulosti jednou
prosly. Na vysypkach dochazi rovnéz k chemickému zvétravani v zavislosti na typu horniny,
zvétralé primarni mineraly se preménily na sekundarni a stejné tak tercierni sedimenty jiz
proSly hlavnim zvétravanim. Déle pokracuje zvétravani organomineralnich cementacnich
tmelt listkovych struktur sedimentt jilt, pficemz vyznamnym prvkem téchto tmeld je napf.
dvojmocné Zelezo obsazené v sideritu (FeCOs), které vlivem kysliku a vody oxiduje na
trojmocné, coz se projevuje hnédnutim, pfiCemz se cementacni tmely s obsahem Zeleza
a manganu rozpadaji. Cim vy3si je obsah organické hmoty v jilech, tim vy3ii je i obsah
montmorillonitu, coZ zvySuje odolnost listkovych struktur vii¢i rozplavovani elementarnich
castic. Na mistech styku jild a uhelné sloje dochazi ke vzniku tzv. uhelnych jili s obsahem
siry a jejich sloucenin a také piimési toxickych kovl. Na vysypkdch dochazi vlivem
zvétravani k oxidaci pyritu (FeS,) za vzniku siranu Zeleznatého (FeSO,) a kyseliny sirové
(H>SO,), pfi niZ miZe dojit k samovzniceni uhli, nebot’ jde o reakci exotermickou, navic

vlivem okyseleni dochazi ke zvétravani sideritu v cementech [93,94,138,161].

2.2.2 Puadni organicka hmota a jeji vyznam

Pidni organickd hmota zaujima v padé cca 2 az 5 % celkové hmotnosti a jedna se
o slozitou smé&s latek zasadnim zplsobem ovliviiujici vlastnosti pidy a Zivé organizmy v ni
zijici [4,173]. Opad nadzemnich c¢asti rostlin a odumielé podzemni orgdny rostlin, které je
mozné rozpoznat, se oznacuji jako tzv. ,,identifikovatelnd mrtva tkan®, neboli detritus. Oproti
ni se nerozliSitelnd amorfni a koloidni smés, tvofend slozitymi organickymi latkami, napf.
huminovymi a nehuminovymi, oznacuje jako pidni humus nebo ,,neidentifikovatelnd mrtva
tkan““. Nehuminové latky, napt. polysacharidy a polymery se stavbou podobnou cukrim, tvoti
20 az 30 % pidni organické hmoty a vznikaji ¢innosti mikroorganizmi. Huminové latky jsou
tmavé, vysokomolekularni latky (2000 az 300 000 g/mol) slozité struktury, nepodléhajici

vlivem své velikosti rozkladu mikroorganizmy, délici se na huminové kyseliny, fulvokyseliny

a humin [28,129,147,139]. Rozdéleni organické hmoty v piidé¢ znazornuje Obr. 3.
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Obr. 3: Rozdé€leni organické hmoty v padé [28]

Pidni organickd hmota je zdsadnim zdrojem Zivin, predevsim je vyznamna pro kolob¢h
uhliku, siry, dusiku a fosforu, coz jsou limitujici prvky [28,163,178]. ZlepSuje chemické
(napt. pufracni kapacita) a fyzikdlni vlastnosti, jako je porovitost a tim schopnost infiltrace
vody s rozpusténymi zivinami i biologickou kvalitu ptid [28,117], nebot’ je zdrojem energie
pudnich mikroorganizml a potravy heterotrofnich spolecenstev a rovnéz ma vliv na vznik

pudnich agregatii [32,141].

2.2.3 Akumulace organické hmoty na vysypkach

Akumulace organické hmoty v piidé je fizena rychlosti mineralizace a humifikace
a rozumi se ji proces hromadéni humusotvorného materidlu, tvofeného rostlinnymi
1 zivoc¢iSnymi zbytky, produkty a meziprodukty rozkladu i syntézy, jako jsou organické
kyseliny, aminokyseliny, proteiny, peptidy, sacharidy apod. a humifikovanou organickou
hmotou, tzv. humusem. Humifikace je vyrazné ovlivnéna rozkladnymi i syntetickymi procesy
pudnich mikroorganizmii za vzniku meziproduktt, které jsou dale humifikovany nebo
mineralizovany a uvoliiuje se energie pro rozklad aZz na oxid uhli¢ity (CO,), oxid sifiCity
(SO,) a amoniak (NH3) [92,106,117,178].

Rychlost akumulace je ovlivnéna podnebim, odtokem, strukturou pudy, vegetaci
1 zpusobem provedené rekultivace [27,32], pfedevSim ale stafim vysypky, kdy v prvnich
letech je vlivem nedostatku pfisunu opadu, jesté nerozvinuté vegetace, velmi pomala [80],

s postupnym rozvojem vegetacniho pokryvu dochazi ke zrychlovani tohoto procesu.
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Zeminy na vysypkéch obsahuji ur¢it¢ mnozstvi fosilniho uhliku, av§ak neobsahuji témét
zadny recentni organicky uhlik. V zavislosti na hloubce se rychlost akumulace snizuje, uhlik
se nejvice hromadi ve svrchnich ¢astech pidy diky piisunu opadu, pficemz u opadavych
porostl je tento proces vyraznéjsi [27,44,92,126,143]. K nejvyssi akumulaci organické hmoty
a tim pfisunu uhliku, dochdzi u listnatych lesti v rozmezi 5 az 10 let a v pfipad¢ jehlicnatych
lesti po 30 az 40 letech od rekultivace vysypky, po této dobé dochazi vlivem snizeni pfisunu
opadu na starSich plochéch s vétSim korunovym zapojem k pomalému sniZzovani rychlosti
akumulace, nepodafilo se vSak prokazat piimou statistickou zavislost miry akumulace
organické hmoty na typu vegetace. Akumulace organické hmoty je také ovliviiovana teplotou
a studie potvrdily, ze napf. na plochach s jehli¢natymi porosty akumulace s rostouci teplotou
klesa, proto by mély byt jehlicnany v ramci rekultivaci vysazovany na chladnéjSich mistech,
listnaté porosty naopak na plochéch teplejSich [4,142,155,174].

Obsah organické hmoty lze béhem rekultivac¢nich praci navysit ornici s primérnym
obsahem 2 az 5 % organické hmoty, ktery je vSak vlivem deponovani na skryvce nizsi, nebot
navrSenim materidlu vznikaji anaerobni podminky omezujici mikrobidlni aktivitu, navic se
pusobenim velkého tlaku rozpadaji piidni agregaty a pti rozebrani skryvky ornice za ucelem
rekultivace je pak organickd hmota v nich uloZzend rychle oxidovana a rozkladéna
mikroorganizmy, jejichz respiraci dochazi ke ztrat¢ uhliku [65,66,91,173,182]. Deponaci
ornice a naslednou manipulaci se skryvkou se koncentrace piidniho organického uhliku mtze

sniZit cca 0 32 az 85 % oproti plivodnimu obsahu [1,6].

2.2.4 Formy humusu

Profil nadlozniho (pokryvného) humusu popisuje usporadani svrchnich ¢asti pidy do
kategorii podle charakteristiky organickych horizontl, sloZzenych z rozkladajici se, zejména
rostlinné, biomasy, kterd mtize prochazet procesem humifikace, karbonizace, ulmifikace nebo
mineralizace. V pfipad¢ nedostate¢né rychlého procesu dekompozice a nasledné mineralizace
se odumfiela organickd hmota hromadi na povrchu piidy a vznika vlastni nadlozni organicky
horizont a latky v ném obsazené poskytuji vysoce eneregeticky substrat pro ptidni
mikroorganizmy. Kvalita humusu je ddna pomérem uhliku a dusiku (C/N), ktery ¢im je nizsi,
tim je kvalita humusu vys§i a tento pomér muize byt zvySovan napf. vlivem eluviace
podporujici degradacni procesy. C/N pomér se v mirném pasmu pohybuje v rozmezi 7 az 17.
Dulezitym parametrem je mocnost a kvalita nadloZni humusové vrstvy yznamné ovliviiujici

teplotni, vodni a vzdusné pomeéry a tim také strukturu povrchovych A-horizonti [18,49,166].
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Nadlozni horizonty lze podle mocnosti a charakteru rozlisit na vlastni opad od horizontu
drti, tzv. fermenta¢ni horizont a ten dale od horizontu méli, tzv. humifikac¢ni horizont. Opad,
neboli horizont Ol, je tvofen listim, jehlicim a kiirou neprochézejici intenzivnim rozkladem,
drt’, neboli horizont Qf, je charakterizovan probihajici dekompozici s ¢aste€nym rozkladem
organickych zbytkll bez ztraty ptivodni struktury a tvaru. Horizont méli, neboli horizont Oh,
tvofi tmavou organogenni vrstvu v pokrocilém stddiu humifikace, kdy organické zbytky
pozbyly piivodni struktury a charakteru. Pod vrstvou Cisté organického nadloZzniho humusu se
nachédzi humusovy A-horizont (viz. Obr. 4) s mineralni slozkou vazanou k organické slozce
pudy. Nadlozni humus se déli na ctyfi zakladni formy (které se jeSté deli na subformy se
specifickymi znaky), a to na surovy humus, tzv mor, moder neboli drt’, mull nebo také mél
(tzv. sladky humus) a tangel vazany na vysokohorska krasova tizemi.

Surovy humus, neboli mor, je typicky pro oblasti vysSich poloh, s chladnym a vlhkym
mezoklimatem s nedostatkem opadu, v némz dominuji jehli¢énany a acidofilni rostliny, napf.
vies, jehoz kotfeny podporuji endomykorhizu s askomycetami, brusnicovité, lisejniky, mechy
a mineralné chudym pidotvornym substratem s nizkym nebo vysokym obsahem jild, kyselym
prostiedim, nevhodnym pro dekompozici, kde se mrtva nehumifikovana organickd hmota
akumuluje na malo provzdusnéném, zamokieném pldnim povrchu. Aktivita organizmi
a druhové diverzita je zde nizkd, pficemz rostliny pfevazuji nad mikroorganizmy a ptdnimi
zivoc¢ichy. Na rozkladu organické hmoty se podileji zejména plisné€ a houby, zooedafon, jako
napt. rozto¢i a chvostoskoci, pak jen minimalngé. Vlivem fulvokyselin nedochazi
k prohumoéznéni horni vrstvy piidy a casto dochézi k podzolizaci [18,21,49,132,166].

Moder, neboli drt, je prechodnd humusovd forma mezi morem, kterému se podoba
akumulaci organického materidlu na povrchu pidy, ale 1is$i se od né niz§i mocnosti
nadloZznich horizontli a mén€ znatelnym horizontem drti a mullem, jemuz je blizky dominanci
dekompozice pidni faunou, ale 1isi se od né€j souvislym nebo nesouvislym horizontem méli,
v némz humikaci mikroedafonem ztrati mrtvd organickd hmota pivodni strukturu, ale jesté
netvoii organomineralni komplex se zvétralym substratem. Vznika pod jehli¢nany i listnatymi
porosty za klimatickych a ptidnich podminek ptiznivéjSich neZ u moru, proces humifikace je
zde pomalejsi, ale rozsahlejSi a mocnost horizontu je silnéjsi, byva dobfe vyvinuty
s nesoudrznou kyprou strukturou s obsahem caste¢né rozlozenych zbytkd rostlin.
Dekompozicni procesy zde probihaji v kyselém prostiedi mikrobidlni biomasy tvotfené
pfedevsim plisnémi a houbami, vylu€ujicimi antibiotika nicici bakterie, za u¢asti makrofauny,
zejména Clenovcel, Zzizaly se vyskytuji jen zfidka, proto je podrovitost a promichavani

organické hmoty omezeno.
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Dochazi k hromadéni organickych latek ve tfech horizontech, a to v horizontu OL s obsahem
celych listl a jehlic, dale horizontu OF, neboli fragmentovaného opadu a horizontu OH, tedy
humifikovaného opadu [18,49,132,166].

Mull nebo také mél je typicky pro propustné, vlhké pidy mirného aZ teplého klimatu
bohaté na Ziviny s listnatymi i smiSenymi porosty, kde vznika akumulaci organické hmoty na
povrchu ptidy, kdy dochézi k rychlému rozkladu a transformaci zbytkd odumielé organické
hmoty a uvolnénim energie do kolobéhu. Tato tmavé zbarvend forma humusu s vysokym
obsahem uhliku, homogenni smé&si humifikovanych organickych latek a minerald, tvoficich
makroagregaty, je velmi porovitd a provzdusnénd promichavanim zooedafonem (makro-,
mezo- i mikrofaunou), predevsim zizalami, které produkuji znacné mnozstvi koprogennich
elementl tvoficich drobtovitou strukturu dobfe vyvinutého horizontu A, ale také bakteriemi
a aktinobakteriemi, které v mikroflote zastupuji houby. Mull diky zna¢nému opadu, rychlému
kolobéhu Zivin, piidni fauné a kofentim listnatych 1 smiSenych porosti s kefi a bylinnym

patrem, produkujicim kotfenové exudaty, podporuje vysokou turodnost ptd [49,110,132,166].

Obr. 4: Zakladni diagnostické horizonty [37]
O — nadlozni organicky horizont, A — humusovy horizont,
B — metamorficky horizont, C — plidotvorny substrat
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3  MASTNE KYSELINY

3.1 Klasifikace mastnych kyselin

¢astem membran rostlin, sfingolipidy s dlouhym aminoalkoholovym fetézcem a dale
gangliosidy a cerebrosidy obsazené v membranach mozkovych a nervovych bunék. Do této
skupiny nélezi také fosfoacylglyceroly neboli fosfolipidy [113,148].

Fosfolipidy, zékladni esencidlni stavebni a funkcéni sloZka membran bunck, tvofi
fosfolipidovou dvojvrstu bunéénych membran [87,99]. Vlivem obsahu fosfolipidovych
mastnych kyselin ma amfifilni molekula fosfolipidu schopnost vést pfi fyziologickém pH
elektricky néboj, coz je velmi dualezitd vlastnost umoznujici v bunéénych membranach
biologické funkce. V soucasnosti se mastné kyseliny fosfolipidii vyuzivaji pro studium
ekologie mikrobidlnich spolecenstev, odhadu biomasy a ziskani ptehledu o jejich diverzité
a struktufe [113,148,188]. Faktory vné&jSiho prostfedi mikroorganizmii mohu vyvolavat
kvalitativni a kvantitativni zmény slozeni fosfolipidu i struktury mikrobidlnich spoleCenstev.
Pro jejich hodnoceni lze vyuzivat urcit¢é méfitelné parametry ménici se vlivem stresoru

v mikrobialni populaci [39,77,189].

3.2 Nazvoslovi mastnych kyselin

Nazvoslovi mastnych kyselin pouziva ndzvii systematickych i trividlnich ve spojeni se
symbolikou ve tvaru ,,vCC:XoYt“, kde ,,CC* znac¢i pocet atomu uhliku v molekule, ,, X pak
pocet dvojnych vazeb, ,,0“ udavd polohu dvojnych vazeb vici alifatickému fetézci (pft.
16:107 oznacuje kys. cis-9-hexadecenovou neboli palmitolejovou, 18:2w6,9 oznacuje kys.
cis,cis-9,12-oktadidecenovou neboli linoleovou) a pismeno ,,t“ znamena ,,trans* konfiguraci
na dvojné vazbé (pt. 16:1w7t znamena kys. trans-9-hexadecenova neboli kys. palmitelaidova).
Vétveni ,,i* oznacuje ,,iso* mastné kyseliny s methylovou skupinou na ptredposlednim uhliku
alifatického konce (pf. i117:0 znamend kys. 15-methylhexadekanovd), vétveni ,,a* znaci
»anteiso® mastné kyseliny s methylovou skupinou na tfetim uhliku alifatického konce (pf.
al7:0 oznacuje kys. 14-methylhexadekanovou), ,cy*“ oznacuje mastné Kkyseliny
s cyklopropylovym kruhem (pf. cy19:0 znamena kys. 9-methylenoktadekanova). Jina vétveni
se pak vyjadiuji standardnimi piedponami chemického nazvoslovi (pf. 10Me-16:0 znamena

kys. 10-methylhexadekanova, 30H-14:0 znamena kys. 3-hydroxytetradekanova) [99].
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3.3 Fosfolipidové mastné kyseliny (PLFA)

Fosfolipidové mastné kyseliny (Phospholipid Fatty Acids — PLFA) - mnohouhlikaté
alifatické monokarboxylové kyseliny, jsou zdkladni slozkou jednoduchych, slozenych
i odvozenych lipidi, obsazenych ve specificky strukturovanych membranach bunék, jako
napt. fosfatidylcholinli, fosfatidylethanolaminl, fosfoinositol, bisfosfatidylglycerold,
sfingomyelinii a sterold, shlukujicich se ve vodném prostiedi do tzv. micel, a proteinli
v rizném pomeéru dle funkce membrany, jejichz soucasti jsou také sacharidy (glykolipidy,
glykoproteiny) tvofici az 10 % hmotnosti bunéénych membran [113,148,154].

Zakladni ¢asti biomembrany je lipidova dvojvrstva, kterd vznikd esterifikaci molekulou
glycerolu, ktery se vaze dvéma OH skupinami na dva fetézce mastné kyseliny, ¢imz vznika
hydrofobni (nepolarni) ¢ast molekuly fosfolipidu, hydrofilni (poldrni) cast molekuly pak
vznikd navazanim kyseliny fosforecné na tieti OH skupinu glycerolu [77,87,99]. Interakce,
které drzi hydrofobni a hydrofilni ¢ast pohromad¢, jsou vyhradné nekovalentni. Bilkoviny
pripojené k této dvojvrstvé zajistuji aktivni a specifické funkce. Jelikoz je za fyziologické
teploty tato membrana kapalnd, nebot’ lipidy tvofici dvojvrstvu nevytvaii miizku a mohou
volné rotovat, 1ze lipidovou dvojvrstvu oznacit za dvojrozmérnou kapalinu [101,148].

Fosfolipidy podléhaji po smrti buiiky, v fddu minut az max. hodin, rozkladu, proto je
nelze nalézt mezi zdsobnimi lipidy, coz vSak umoziuje pouzit celkovy obsah, piredevsim
esterifikovanych, PLFA ve vzorku jako indikdtor mnozstvi zivych bunék mikrobidlniho
spoleCenstva  [50,76,120,187]. Snizeni obsahu PLFA tedy indikuje piisobeni
environmentalniho stresu na testované mikroorganizmy. V kazdém organizmu existuji
specifické typy PLFA, tzv. biomarkery, slouzici k identifikaci skupin mikroorganizmii ¢i

vytvoireni profilu mikrobidlniho spolecenstva [87,120,127].

3.3.1 Déleni fosfolipidovych mastnych kyselin

Fosfolipidové mastné kyseliny se déli na dvé zdkladni skupiny, jimiz jsou esterifikované
mastné kyseliny, tvofici 60 - 90 % mastnych kyselin obsazenych v membranach bunck
a neesterifikované mastné kyseliny, jejichz obsah ¢ini od 10 do 40 %. Esterifikované
mastné kyseliny 1 neesterifikované mastné kyseliny se dale shodn¢ d€li na nesubstituované
a hydroxysubstituované, pficemz pouze esterifikované nesubstituované mastné kyseliny se
pak jesté¢ de€li na nasycené, které obsahuji pouze jednoduché vazby zajistujici vyssi
chemickou stabilitu a bod tani, a na nenasycené (mono-, di- a polynenasycen¢), s jednou ¢i

vice dvojnymi vazbami chemickou stabilitu a bod tani snizujicimi.
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Dale se déli dle charakteru uhlikového fetézce na nerozvétvené (kterych je vétSina),
rozvetvené ¢i alicyklické a s konfiguraci dvojnych vazeb ,,cis* nebo ,.trans®. Déleni PLFA je
znazornéno na Obr. 5 [77,113,148].

Pro kazdou skupinu béznych mikroorganizmii v pidnich substratech jsou
charakteristické skupiny PLFA ¢i poméry jejich zastoupeni, které mohou byt podminény
pfirozenymi i antropogennimi faktory, u nichz, jsou-li identifikovany, lze v pftipade
nerovnovahy v optimalnim poméru predikovat podobny vliv naptf. xenobiotika C¢i
antropogenniho naruSeni jako na testovaci pid¢ [77]. Napi. pro bakterie jsou specifické
vétvené PLFA, na rozdil od organizmi eukaryotickych, pro néz jsou specifické
polynenasycené mastné kyseliny, presto vSak ve vétSiné pripadi PLFA neni reprezentativni

z hlediska druhové urovné [102,120].

PLFA
esterifikované neesterifikované

nesubstituované | hydroxysubstituované

nasycené | nenasycené nesubstituované hydroxysubstituované

mono poly

linearni rozvétvené

Obr. 5: D¢leni fosfolipidovych mastnych kyselin [77]

3.3.2 Bakterialni PLFA

Vlastnosti PLFA umoznuji jejich vyuzivani k indikaci obecného environmentalniho
stresu (viz. Obr. 6), nebot’ jsou pfitomny piedev§im v bunéénych membranach, diky ¢emuz je
mozné zménou jejich koncentrace indikovat intracelularni a extracelularni zmény, napft. obsah
tézkych kovi, pH, nedostatek zivin, zménu teploty atd., které zptisobuji zménu konzistence
membrany vyvolavajici nartst jeji fluidity, ovliviiujici jeji prichodnost. Zména slozeni PLFA
narist fluidity membrany neutralizuje napf. izomerizaci ,,cis* nenasycenych mastnych kyselin
(16:1w7¢c, 18:1w7c) na ,trans“ nenasycené (16:1w7t, 18:1mw7t) s tésnéjSim usporadanim
v membran¢ a pravé tato zména pomeéru cis/trans mononenasycenych mastnych kyselin
indikuje pfitomnost stresoru [99]. Pfitomnost obecného environmentalniho stresu je mozné
indikovat také pomoci poméru obsahll nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin (12:0 +
13:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0 + 17:0 + 18:0 + 20:0 / 14:1®w5¢c + 15:1w6¢c + 16:1w7c + 16:1w5¢ +
17:109¢ + 18:1m9¢ + 18:1w7c), jelikoz mezi adaptacni mechanizmy membran patii saturace

nenasycenych mastnych kyselin, k ¢emuz dochazi napt. pii nedostatku vody.
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Biotické a abiotické stresory také méni pomeér bakterialnich ( 114:0; 115:0; al5:0; 116:0; 117:0;
a 17:016:109¢c, 18:109¢c, 15:1w4c, 18:1w7c, 17:1m9¢c) a houbovych kyselin (18:2w6c¢)
[77,114].

Stresovy
faktor

pH, teplota,
organické polutanty
rizikové kovy

gram
negativni

houbové pomer cyklické

biomarkery cis ku trans PLFA
18: 2606 kyseljnam E2A
16:1m¢8:1m? T T

Obr. 6: Indukce zmén ve struktute PLFA rliznymi stresovymi faktory [77]

pomeér

bakterialnich
PLFA ku

houbovym

Gram-negativni (G-) bakterie obsahuji v bunééné sténé¢ lipopolysacharidy tvotrené
neesterifikovanymi hydroxysubstituovanymi mastnymi kyselinami. Pfitomnost napt. téZkych
kovili nebo pesticidi vyraznym zptisobem pfispiva ke snizovani koncentrace G- PLFA, stejné
jako v pfipadé PLFA hub. G- bakterie jsou na rozdil od Gram-pozitivnich (G+) bakterii méné
citlivé na zmény v zivotnim prostfedi, cozZ umozituje zmeény poméru G- a G+ bakterii vyuzit
k indikaci znecisténi. Bylo zjiSténo, Ze v kontaminovanych ptidach se pocet Gram-pozitivnich
bakterii snizuje a u Gram-negativnich se neméni, coz je vysvétlovano obsahem stabilnéjSich
mastnych kyselin s cyklopropanovym kruhem a lipopolysacharidi v membranach [77].
Cyklopropanové mastné kyseliny vznikaji adici methylenové skupiny na nenasycené kyseliny
pii pfechodu G- bakterii z exponencidlni do stacionarni faze rlstu, ktery mohou vyvolavat
rizné faktory, nejcastéji nedostatek Zivin nebo vody, kdy pii vysuSeni pidy roste pomér
obsahu cy/pre (cyklopropylovych PLFA a jejich prekurzoril), indikujici nutriéni stres. Mezi
pomérem cy/pre a koncentraci houbové PLFA (18:216,9) byla prokdzana nepiima zavislost
[9,99], pfiCemz byly pfi niz§im poméru naméfeny vysSi koncentrace houbové PLFA,
indikujici metabolickou spolupraci bakterii s houbami [43]. Vzorce zastupctu bakterialnich

PLFA jsou zndzornény na Obr. 7 a 8.
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Obr. 7: Palmitolejova kyselina, PLFA biomarker pro Gram-negativni bakterie [124]

@)
OH

Obr. 8: Tuberkulostearova kyselina, PLFA biomarker pro druhy aktinobakterii [124]

3.3.3 Houbové PLFA

Houby jsou vyznamnou soucasti pidniho ekosystému, nebot dekompozici zbytkl
rostlin uvoliluji Ziviny dilezité pro kvalitu vlastnosti piidy. Pfitomnost environmentalniho
stresoru (napf. pesticidy, tézké kovy apod.) odrazi celkovy pokles houbové biomasy s niz
zaroven klesd 1 koncentrace specifické houbové PLFA (tzv. signature fatty acids: 16:1w7,
18:1w7), ktera tak slouzi jako indikator stresu [99]. PLFA specifické pro houby lze vybérem
vhodné metody rozliSit na ty, které pochdzi z membran bunck a slouzi ke kvantifikaci
biomasy mycelia a na ty, pochazejici ze zasobnich triglyceridl, které informuji o jeho
fyziologickém stavu. Biomasa je takto stanovovana a vyhodnocena celkové bez rozliSeni

taxonii hub [70]. Priklad houbové PLFA uvadi Obr. 9.

/\/\/:\/:\/\/\/\)J\GH

Obr. 9: Kyselina linolova, PLFA biomarker pro houby [124]
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Pomér houbové a bakteridlni PLFA je vyuzivan jako indikator pfitomnosti
environmentalniho stresu, napt. nedostatku pidnich Zivin, zplsobujicim snizovani obsahu
SMB [114]. Bylo prokéazéano, ze vy$§imi hodnotami poméru houbové a bakterialni PLFA se
vyznacuji nehnojené a antropogenné neovlivnéné pudy oproti pravidelné obhospodatovanym
pudam [99]. Pidy o vysokém obsahu organické hmoty vykazuji pomér v rozmezi 0,3 - 0,5

a u pid s nizkym obsahem se pak tento pomér pohybuje v rozmezi 0,02 - 0,04 [51].

3.3.4 Analyza pudnich mikrobialnich spole¢enstev pomoci PLFA

Kvantitativni analyzu padnich mikrobidlnich spoleenstev je mozné provést mnoha
metodami, které vSak posyktuji jen casov€é narocné obecné stanoveni. Citlivd metoda
vyhodnocovani mastnych kyselin specificky vazanych na polarni lipidovou frakci pidnich
mikroorganizmi, analyza PLFA [89], které slouzi jako bioindikatory pfitomnosti stresort
specifickych skupin organizmil piirodnich i antropogennich, je nejvhodnéjSim zplsobem
provedeni relativné rychlé analyzy velkého mnozstvi vzorka [51,77,187]. PLFA je mozné
z mikrobialnich bunék dobie extrahovat a jejich pomoci Ize popsat pfitomnost i mnozstvi
jednotlivych mikroorganizmti ¢i celych spoleCenstev, u nichz jsou tyto, jako biomarkery
slouzici latky, zjistény [23,76,87].

Hodnoceni analyzou PLFA umoziiuje pomoci celkové koncentrace PLFA detekovat
v pudé jen zivou mikrobidlni biomasu, coz znamena, Ze jsou-li PLFA zméfeny v nizkém
obsahu, Zivé SMB daného stanovisté stagnuje. Analyza PLFA vyuziva fosfolipidovych
mastnych kyselin jako biomarkeri indikujicich pfitomnost a mnozstvi riznych
mikroorganizmt (hub, G- a G+ bakterii, aktinobakterii apod.) s vyjimkou Archea, co se tyka
taxonomie, nebot’ jejich mastné kyseliny se lisi od bakterii etherovou vazbou. Nésledujici
Tab. 2 uvadi konkrétni biomarkery zjisténé analyzou cCistych kultur mikroorganizmd, jejichz

pouziti vSak neni zcela jednotné [51,87,99,102].

Tab. 2: Biomarkery vyznamnych skupin ptidnich organizmti [99]

Skupina mikroorganizmu Biomarker

Bakterie 16:107t, 16:19, 18:1w7, 17:0

G+ bakterie 114:0; 115:0; a15:0; 116:0; 117:0; al17:0

G- baktcric 21213712),7003:1198()1,59501m 4c, 16:1w5¢, 17:109,
Aktinobakterie 10Mel16:0, 10Mel17:0, 10Mel8:0

Houby 18:2mw6¢
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Pii analyze PLFA jsou nejdfive jednofdzovou smési rozpoustédel extrahovany celkové
lipidy ze vzorku ptdy, ziskand smés se dale na vakuové odparce zahusti, poté probchne
frakcionace extrakci na tuhé fazi se silikagelem, ktery slouzi jako absorbent, na jednotlivé
frakce polarnich lipidd, neutralnich lipidd, glykolipidi a fosfolipidi. Oddélené fosfolipidy
dale prochazi alkalickou methanolyzou za ucelem ziskédni methylesterti mastnych kyselin, tzv.
FAME, které se stanovuji pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(GC/MS). Metoda FAME vsak na rozdil od PLFA bere v tvahu 1 lipidy mrtvé organické
hmoty vcetné zasobnich, pouziva mensi vzorek a je rychlejsi. PLFA oproti tomu umoziuje
lepsi reprodukovatelnost vysledkt [89,103,119].

Profil PLFA, ktery je timto zlisobem ziskan, podava informace o relativni abundanci
populaci spolecenstev, jejich sloZeni i stavu z hlediska fyziologie. Napt. nedostatek Zivin nebo
jiny stresor zvysSuje pomér cis/trans izomerd mononenasycenych PLFA, nenasycenych
a nasycenych mastnych kyselin a také cyklopropylovych mastnych kyselin a jejich
mononenasycenych prekurzort [102].

Analyza PLFA pouzZiva tfi zédkladni metody, a to bunécnou, celkovou a rozSifenou
analyzu. Bunécna analyza PLFA je v soucasnosti Siroce pouzivanou metodou zejména béhem
extrakce PLFA z cisté kultury, nebot’ se jednd o relativné rychlou a nenarocnou metodu
analyzy celkovych, tj. membranovych a zasobnich, lipidi. Ke kvantitativni analyze obsahu
PLFA v odebranych vzorcich je nejvice vyuzivana, relativné jednoducha metoda, tzv. celkové
analyzy PLFA, jejiZ nevyhodou je ale alkalickd methanolyza, kterou, ackoli je citlivd viici
postrannim fetézclim, nelze extrahovat methylestery z neesterové vazanych mastnych kyselin.
Dalsi metodou je tzv. rozsSifena analyza PLFA, kterd, jak nazev napovida, postup celkové
analyzy PLFA rozSifuje o extrakéni techniky, které déli mastné kyseliny na frakce podle
chemicky vyznamnych skupin, v dal§im kroku analyzovanych plynovou chromatografii. Jeji

pomoci Ize stanovovat vzacnéj$i mastné kyseliny, i ty neesterové vazané [87,99].

3.3.5 Limitace analyzy PLFA

Metoda analyzy PLFA vSak skyta jistd omezeni, jako napf. nemoznost piifazeni
konkrétniho mikroorganizmu ¢i skupiny mikroorganizmt ke specifické mastné kyselin¢
v piidnim vzorku v piipadé neznalosti vhodné indikatorové molekuly, proto touto metodou
nelze charakterizovat druh. Dal§im omezenim metody je zalozeni analyzy, pro ucely hrubého
stanoveni struktury spolecenstev, na biomarkerech mastnych kyselin, protoze kazda jejich

zména muze vést k nepresnym odhadiim.
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Houby i bakterie produkuji odlisnd mnozstvi PLFA a jednotlivé mastné kyseliny se navic lisi
v zavislosti na ristovych podminkach a vlivu environmentalniho stresu. PLFA biomarkery
nemusi byt vzdy jedinecné pro dané skupiny, jakkoli mohou korelovat s vyskytem urcitych
skupin mikroorganizmii, coz také mize zplsobovat nepiesnosti v urovani biomarkeru
spolecenstva. V neposledni fad¢ je, v ptipad€ biomarkert, také nevyhodna nizka taxonomicka

specifikace z diivodu Sirokych funkénich skupin [76,87].

3.3.6 Vyuziti analyzy PLFA v jinych studiich

Analyza PLFA je kultivatné nezéavislou metodou hodnoceni struktury mikrobidlnich
spolecenstev v pudach a stanoveni zmén pudy, napt. zne€isténi a kvalita, je Siroce vyuZzitelna,
jeji pomoci byla studovana napft. problematika rozdilti mikrobidlnich spolecenstev souvisejici
s Rhizoctoniovym vadnutim [76,170]. Na zaklad¢ studii organicky fizenych ptd, tzn. bez
pouzivani syntetickych hnojiv a pesticidt, byly sestaveny profily PLFA zna¢né odlisné od
profild z pid obhospodafovanych klasickym zptsobem s vyuzitim syntetickych hnojiv
a pesticidi. Na ekologicky obhospodatrovanych ptidach bylo prokdzano obohaceni o i14:0,
al5:0, 16:1w7¢c, 16:1m 5c, 14:0, a 18:2m6¢ mastné kyseliny, znacici vyssi diverzitu aerobnich
bakterii, bakterii oxidujicich methan i populaci sinic. Dané studie dokazuji vyznamnost
analyzy PLFA pro stanoveni hrubych zmén mikrobidlnich spolecenstev v souvislosti se
zpusoby obhospodarovani pad [23].

Vyzkum mikrobidlni aktivity v souvislosti se stafim sukcese na lokalitdich po tézbé
hnédého uhli ponechanych sukcesnimu vyvoji potvrdil zvySovani mikrobialni biomasy
1 bakterialni diverzity na plochach do véku 21 let, zatimco starsi sukcesni stadia vykazovala
mikrobidlni biomasu a bakteridlni diverzitu vyS$i v pocatecnich a koneénych fazich
sukcesniho vyvoje za souasné dominance bakterii nad houbami. Napf. Sest let staré¢ sukcesni
plochy bez vegetaéniho pokryvu se bakteridlnimi spoleCenstvy, zejména druhy cyanobakteria
a gammaproteobakteria, znacné 1iSily od ploch starSich s pfitomnosti vegetace, na nichz byla
také zjiSténa vyznamnéjsi zavislost bakterii na zménach zasob zivin a pH a také ptirtistek
acidobakterii a ubytek aktinobakterii [171].

Metodou PLFA byla studovana zavislost na nedostatku ptadni vldhy a bylo zjisténo, ze
pro mikrobidlni spolecenstva ma nedostatek vlahy zanedbatelny vliv a naopak vétsi vliv ma
klima (Recko x Némecko) a typ opadanky (borovice x jedle). V piipadé jedlové opadanky
sice prevladaly bakterie nad houbami, ale béhem ¢tyf mésicii monitorovani obé spolecenstva

prumérné vykazovala pokles.
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Nedostatek vlahy se vyrazné€ neprojevil, pro pribézné zavlazovand spolecenstva bakterii
a hub byla vyhodnocena jen slaba zavislost. Bakteridlni spolecenstva spojena s odumielou
hmotou jehli¢nant vykazuji citlivost na zmény klimatu vice, neZ na ptidni vldhu [183].

Cinsti védci pomoci analyzy PLFA studovali rozdily v mikrobilnich spole¢enstvech
podle orientace ke svétovym strandm (sever x jih), zjiSt€éna byla pozitivni korelace
s organickym uhlikem z huminovych kyselin, pfi¢emz na zakladé ¢astecného biografického
rozdéleni struktury byla spoleCenstva rozdelena koordina¢ni analyzou do tii skupin. Podafilo
se prokdzat, Ze plidy na severu maji vyysi obsah G- bakterii a piidy na jihu vice hub [185].

Ctyileta studie provadéna pomoci analyzy PLFA na lesnich pidach, ovlivnénych ztratou
organické hmoty a kompakci, porovnavanych s lesnim terénem bez téchto disturbanci,
neprokdzala mezi nimi vyznamné rozdily, av§ak na ovlivnéné lokalité byl zjistén niz$i obsah
nasycenych mastnych kyselin, na plochach narusenych, kde byla teplota pidy o 4 °C vyssi,

bylo zjisténo vyssi mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin [131].
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 METODIKA

4.1 Charakterizace odbérovych mist

Odbérovd mista, vyznacena na Obr. 10, se nachdzeji na lesnicky rekultivovanych
vysypkach, staii cca 25 let, v Polské republice, a to konkrétn¢ na vysypkach hnédouhelného
lomu Belchatéw a piskoven Piaseczno (Obr. 11) a Szczakowa (Tab. 3), na nichz se nachazi

monokulturni porosty biizy bélokoré (Betula pendula), borovice lesni (Pinus silvestris), dubu

letniho (Quercus robur) a olSe lepkavé (Alnus glutinosa).

Tab. 3: Soutadnice odbérovych mist:

Belchatow N 51.24670 E 19.28540
Piaseczno N 50.33622 E 21.34185
Szczakowa N 50.25310 E 19.44010

100 km

Betchatow

Szczakowa

Piaseczno

Obr. 11

: Piskovna Piaseczno
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4.2. Odbér, zpracovani a stanoveni vzorka pad

Na odbérovych mistech bylo odebrano celkem bylo analyzovéno 66 reprezentativnich
vzorkl pudy, z toho 33 z vrstvy Oe a 33 z vrstvy A, a to v obou piipadech po 3 replikacich,
tedy na kazdé lokalit¢ pod kazdou stromovou monokulturou (viz. podkapitola 4.1
Charakterizace odbérovych mist) byly odebrany 3 vzorky, pfiCemz na lokalitich Belchatow
a Szczakowa pod vSemi vySe uvedenymi druhy, s vyjimkou lokality Piaseczno, kde neni
pfitomna olSe. Odebrané vzorky byly zhomogenizovany a zpracovany kvartovanim. Vzorky

byly poté az do provedeni analyzy uchovavany v mrazaku.

4.2.1 P¥iprava vzorku k analyze - extrakce lipidu

Byly navaZeny asi 2 g zmrzlé pidy, které byly nasledné lyofilizovany. Do oznacenych
vypalenych zkumavek bylo navazovéno po asi 1 g pfesné vzorku suché pidy. Ke vzorkiim
pudy bylo do zkumavek ptidano 0,5 ml pufru dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH,POj),
1,25 ml methanolu (CH;OH) a 0,625 ml chloroformu (CHCIL;). Poté byly zkumavky uzavieny
plastovym vickem s teflonovou vlozkou a promichény na vortexu po dobu 1 minuty. Nasledné
se vzorky nechaly extrahovat 1 hodinu ve tmé& pii pokojové teploté, a poté byly vzorky
5 minut centrifugovany (3500 otacek/min) pii pokojové teploté. Supernatant byl odebran
pomoci vypalené sklenéné dlouhé Pasteurovy pipety do jiné oznacené vypalené zkumavky
opét uzaviené vickem s teflonovou vloZzkou a uchovavéan ve tmé. K sedimentu bylo ptidano
1,25 ml CH;OH a 0,625 ml CHCI;. Vznikld smés byla promichédna na vortexu po dobu
1 minuty a extrahovéna za stejnych podminek 1 hodinu. Poté byly vzorky opét 5 minut
centrifugovany (3500 otacek/min). Byl odebran supernatant z druhé extrakce a spojen se
supernatantem z prvni extrakce. Stejnym zptisobem byla provedena tfeti extrakce a nakonec
byly spojeny vSechny supenatanty z jednotlivych extrakci. Roztok ve zkumavkach byl
nasledné centrifugovan (3500 otdcek/min) pii pokojové teploté. Spodni chloroformova ¢ast
byla pomoci Pasteurovy pipety pienesena do oznacené vypalené vialky a uzaviena vickem se
septem. K vodné fazi bylo ptidano opét 1,88 ml CHCl; a smés se promichala na vortexu po
dobu 1 minuty. Nésledovala centrifugace (3500 otd¢ek/min) a poté byla chloroformova ¢ast

odebréana a spojena s predeslou frakci.
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4.2.2 Frakcionace lipidu ze vzorku pomoci SPE

Vzorky byly odpafeny do sucha proudem dusiku, rozpustény v 300 pl CHCL;
a promichany na vortexu. Na SPE (Solid Phase Extraction) kolonku byly nasazeny jehly
s otocnym uzavérem, a poté byla kolonka promyta 1,5 ml CHCI;. Nasledné byl nanesen na
kolonku vzorek a poté opét 2 ml CHCI; a ponechéno uplné vykapat. Ve tfech krocich bylo
naneseno 6 ml acetonu (CH;COCHs;) vzdy po 2 ml a opét ponechano tuplné vykapat. Nakonec
bylo naneseno 2 ml CH;OH a do vypalené¢ vialky byly jimany fosfolipidy.

4.2.3 Mirna alkalicka methanolyza (transesterifikace)

Vzorky byly odpafeny proudem dusiku a bylo ptfidano 50 pl methylnonadekanoétu
(vnitini standard Ci9p). Opét bylo odpatreno proudem dusiku do sucha. Nésledn¢ bylo pfidano
0,5 ml toluenu (C¢HsCHs) a 0,5 ml CH;0H. Smés byla promichdna na vortexu 1 minutu. Byl
piidan 1 ml Cerstvé ptipraveného 0,2 M KOH v bezvodém CH;OH. Vzorky byly inkubovany
15 minut pti 37 °C ve vodni lazni. Bylo pfidano 1,6 ml hexanu (C¢Hi4), 0,4 ml CHCl;, 0,3 ml
1 M kyseliny octové (CH;COOH) a 2 ml destilované vody. Roztok byl promichan na vortexu
I minutu, a poté byl centrifugovan (2500 otacek/min) po dobu 10 minut. Horni faze byla
pienesena pomoci Pasteurovy pipety do oznacené vypalené vialky a spodni faze (se vzorkem)
byla opét promyta 1,6 ml C¢Hisa 0,4 ml CHCL;. Nasledné byla smés promichdna na vortexu
1 minutu a centrifugovana (2500 otd¢ek/min) po dobu 10 minut. Horni faze byla opét
pienesena a spojena s predchozi frakei. Tento krok byl jesté jednou zopakovan a posledni

horni faze byla spojena s piedchozimi. Vzorky byly uchovavany v mrazaku.

4.2.4 Analyza vzorku pomoci GC/MS

Tésn¢ pred méfenim na GC/MS byly vzorky odpafeny do sucha proudem dusiku,
nafedény 1 ml C¢H4 a promichany na vortexu 30 sekund. Poté byl 1 ml vzorku pfenesen do
2 ml vialky a uzavien krimpovacimi klest¢émi. Nakonec byl vzorek méfen pomoci GC (Varian
450-GC, Wallnut Creek, USA) s hmotnostnim detektorem s iontovou pasti (Varian 240-MS,
Wallnut Creek, USA). K separaci analytd byla pouzita kapilarni kolona DB5-MS (délka 30 m,
0,25 mm 1.d., 0,25 um film). Teplota transferline byla 280 °C, teplota iontové pasti 220 °C.
Prvni minutu byla ionizace vypnuta, od 1 minuty do 60 minut se sbiraji data v hmotnostnim

rozsahu 50 - 450 m/z (viz. Tab. 4).
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Tab. 4: Teplotni program pouZity pfi analyze PLFA

Teplota Narist teploty Doba setrvani Celkovy cas
°C) (°C/min) (min) (min)
60 1 1
120 25 0 3,4
240 2,5 8,6 60

4.2.5 Stanoveni ostatnich chemickych parametri pudy
Chemické parametry pady (C, N, C/N, pH (KCl), P dostupny, Ca, K, Mg, CEC, pisek,
jil) byly pfevzaty od polskych kolegli z University Life Sciences v Krakové.

4.2.6 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Canoco a Statistica.
Chemické parametry ptidy a PLFA byly vyhodnoceny pomoci jednofaktorové ANOVA, Tukey
post hoc test (p<<0,05). PCA a RDA analyza byla pouzita pro vyhodnoceni zavislosti mezi
jednotlivymi skupinami mikroorganizmi, chemickymi parametry pudy a dominantnimi

stromy na jednotlivych lokalitach.

4.3 Chemikalie

Seznam pouzitych chemikalii uvadi Tab. 5.

Tab. 5: Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce
methanol absolute pro HPLC Gradient grade 99,9 % | VWR chemicals
chloroform (trichloromethan) pro HPLC 99,8 % VWR chemicals
aceton pro HPLC-G 99,9 % Chromservis
N-hexan 95 % pro GC/ECD residue analysis Chromservis
toluen pro HPLC-G 99,9 % Chromservis
methyl nonadekanoat > 98 % (vnitini standard Cop) | Sigma Aldrich
KH,POy, p.a. (pufr 50 mM KH,PO,, pH 7,4) Merck

kyselina octova p.a. 99 % (1M) Penta

KOH p.a. Lach:ner
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyhodnoceni vysledkii

Tab. 6 (str. 58,59) udava piehled jednotlivych faktori prostiedi na jednotlivych plochach
pod jednotlivymi druhy stromti. Lokality byly vybrany tak, aby se liSily svoji zrnitosti,
pricemz lokalita Belchatow ma nejmensi obsah pisku (53 - 65 %) a lokalita Szczakowa ma
naopak obsah pisku nejvétsi (76 - 86 %). Nicmén¢ analyza variance ukazuje, Ze jednotlivé
plochy netvoii statisticky homogenni skupiny, které by se liSily obsahem pisku, naopak uvnitt
ploch je zna¢na variabilita a jednotlivé plochy na jedné lokalité se statisticky vyznamné nelisi
od ploch na jiné lokalité. Podobné je to u jilu, ktery je do zna¢né miry inverzni chovani pisku.
Co se ty¢e pH hodnoty, na lokalit¢ Piaseczno jsou vyssi (5,3 - 5,9) nez na ostatnich lokalitach
(3,2 - 5,7), ale ani zde jednotlivé plochy netvoii statisticky homogenni skupiny.

Nejvyssi pocet nejnizSich primérnych hodnot se vyskytuje u dubu na lokalité
Szczakowa, a to pro procentudlni obsah vapniku, drasliku, hoiciku, kationtovou vyménnou
kapacitu a pro procentualni zastoupeni pisku. Minimalni hodnoty pro C/N pomér, pH (KCI)
a procentudlni zastoupeni jilu jsou u olSe rovnéZz na lokalit¢ Szczakowa. Zde je soucasné
nejvyssi hodnota pro procentudlni zastoupeni dusiku. Na této lokalité je zaroven nejvyssi C/N
pomeér u borovice.

Nejvyssi pocet nejvysSich naméfenych hodnot se vyskytuje rovnéz u dubu, a vSak na
plose Betchatéw, kde jsou tyto hodnoty pro procentualni obsah uhliku, drasliku a kationtovou
vymeénnou kapacitu. Déle se na lokalit¢ Betchatow vyskytuji nejvyssi namétené hodnoty pro
procentualni zastoupeni dusiku a soucasné¢ uhliku byly namétfeny pod biizou. Pod timto
stromem byla namétena také nejvyssi hodnota procentuélniho zastoupeni jilu. Tato hodnota je

totoznd s hodnotou nameétenou u borovice na téze lokalité, a proto ob¢ hodnoty povazuji za

v

Cvwr

A4

naméfenych hodnot z celkovych 11. Naopak lokalita Belchatow vykazuje opacny jev, 6 z 11
naméfenych hodnot byly nejvyssi. Lokalita Piaseczno neukazuje zaddny vyrazny trend.

U stromt vykazuje nejvétsi trend dub, mé 5 nejvysSich a sou€asné€ i 5 nejnizsich namétenych

v
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Tab. 6: Tabulka primérnych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotlivé chemické vlastnosti na
posttézebnich plochéch Piaseczno, Szczakowa a Betchatow pro obé vrstvy. Spodni fadky indikuji F
a p hodnoty jednofaktorové ANOVA, statisticky homogenni skupiny jsou oznaceny stejnymi pismeny.
Hodnoty neoznacené pismeny tvofi statisticky homogenni skupiny (Tukey post hoc. test p<0.05).

Chemické vlastnosti byly stanoveny polskymi kolegy z University Life Sciences v Krakow¢.
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Tab. &

Lokalita | Dfevina | Hodnota | N % C% CN | pHKQ ﬂ..ﬂ;_z.:__m_w Aa%ﬂzﬁ ( a_._ﬂ_sﬁ Aahﬂwﬁ A..Mmﬂﬁ pisek (%) | jil (%)
Pinus | primér | 0.093ab| 1683ab| 1822c¢| 5353boe| 0671cde| 6223de| 0.157e|  0.557| 10076cde| 74489 de| 2754e
sylvestris | gp nood| o042\ Li27| 0577 0.249 L2200 0013 0008 0748|2674 0389
Piaseezno | o o0 | primér | 0.091abc| 1472abe| 1623cd| 5961b|  0358e| 6801de| 0124 0697 9522cde| 73.538de| 2732
pendula | §p 0014 0263 0.51| 0307 0I3r| 2254 0017|0183 2102 7485 1.0M
Ouercus | primér | 0.084abod| 1174abed| 17.17cde| 5508boe|  0196e| 5314de| 0.194¢|  07M| 8W3de| 69.332de| 2055¢
robur SD 0.036 0.385| 45029 0251 0l60| 1800|0079 0448 2941 13225 1068
Pinus | primér | 0.038de| 0870de| 31.81de| 3.677cde|  0264e| 0.754¢| 0.086e| 0177  4905¢| 81.6724de| 1832¢
sybvestris | sp no03|  0.428 28683 022 063l 0316 oois| 0075  aser| 3533 03w
Betwla | primér | 0.045bode| LO18bede| 2401 cde| 3.9 cde| 0696 cde| 1.829¢| 0.129¢| 0415 4915¢| 80.604de| 1621e
pendula | sp 00is| 0094 49818 0344 0401 1152| 04| 0.291 1555 10328 092
Sucxakiow Ouercus | primér | 0.033de| 0697de| 26.08¢| 3848cde| 0738ode| 0452¢| 0.076¢) 0152 3545¢| 86.551d| 2453¢
robur | gp 0003 0d16|  3.061 012 0l04| 0035|0003 0.061 0s62| 69200 1709
Alnus | primér 0.124a| 1.6%a| 1395¢| 3213d] 0724cde| 1.078e| 0.097e| 0352 B8209de| 76.421de| 1405e
glutinosa | §p 0013 0.068| 03083 0086 0365 0309 002|008 0276 4202 0447
pinus | primér | 0.049cde| 0789 cde| 21.10de| 3678cde| 1.3M2cd| 4335de| 0.159¢| 0328 8.798de| S53804e| 102874
sybvesiris | §p 0002\ 0059 3566|0189 0365  0444) 0036|0084 0191 41466 1289
Benda | primér 0027¢| 048le| 2656¢[399bode| 0.393de| 3864de| 0.153¢| 0492 TR4de| 57084 1028d
betchatin pendula | §p aolo|  002| 86572 052 0034  0054) 0.4 0.086 1855 8888 0.557
Abus | primér | 0.042 bede | 1155bode| 30.55cde| 5.772b|  L484c| 10318d| 0.181e|  0.468| 13.551 cd| 65.302de| 76544
glutinasa | s 0013\ 0a2s| s40m2| 1679 0479 6471  0.058] 0163 4204 13617| 263
Ouercus | primér | 0.081abc| 2401abc| 2007b| 3473de| 0S83cde| 5758de| 0334d]  0467| 16121c| 56333e| 74584
robur | Sp oooe| o003 2127|0137 0i200  oenr| o009 o0ss|  ani7| 1579 02w
F 9.955 9.955| 15733] 6257 4617 3837 7M1 208 7882|  3831) 16,848
P 0000 0000 0000  0.000 0.001 0.004)  0.0000 0071 0000]  0004)  0.000
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Slozeni mikrobidlniho spolecenstva na zaklad¢ PLFA popisuje Tab. 7. Nejvétsi houbova
biomasa byla na ploSe s ol$i na lokalit¢ Belchatow. Od ni se statisticky vyznamné neliSily
(ANOVA) borovice na lokalit¢ Szczakowa a bfiza na lokalité Piaseczno. Nejveétsi bakterialni
biomasa byla pod dubem na lokalité Piaseczno, vSechny ostatni plochy vykazovaly statisticky
vyznamn¢ mensi hodnotu bakteridlni biomasy a nelisily se mezi sebou (ANOVA).

Z Tab. 7 je patrné ze nejvyssi prumérné hodnoty pro vSechny charakteristick¢ PLFA
kromé hub, tedy pro bakterie, aktinobakterie, G+ i G- bakterie, jsou pod dubem na lokalité
Piaseczno. Toto také koresponduje s tim, Ze i celkovd mikrobidlni biomasa méa zde rovnéz

nejvyssi hodnotu.

cvwvr
cvwr

R4

mikrobialni biomasu je na téze lokalité pod stejnym stromem.

Nejvyssi prime€rnd hodnota pro houbové PLFA je u olSe na Belchatowu, coz
koresponduje s faktem, Ze je zde souCasné i nejvyssi primérnd hodnota pro F/B pomér.
primérna hodnota pro F/B pomér je u u ol$e na Szczakowa.

Z této tabulky je ziejmé, Ze lokalita Belchatow, kde je nejvice jilu a nejméné pisku,
kde je tato hodnota nejvyssi a soucasné je nejvyssi i F/B pomeér.

Naopak na lokalité¢ Piaseczno se nejlépe dafi bakteriim, jejichz hodnoty jsou tu nejvyssi

VVVVVVVV

Cvwr

houbové PLFA ze vsech lokalit.
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Tab. 7: Tabulka primémych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotliva charakteristickd PLFA
(ug") na posttéZebnich plochach Piaseczno, Szczakowa a Befchatow pro vrstvu A. Spodni fadky
indikuji F a p hodnoty jednofaktorové ANOVA, statisticky homogenni skupiny jsou oznaceny
stejnymi pismeny. Hodnoty neoznacené pismeny tvoii statisticky homogenni skupiny (Tukey post hoc.

test p<0.05).

Aktino- Celk. | p/p
Lokalita | Di‘'evina | Hodnota | Houby | Bakterie . G+ G- mikrob. «
bakterie biomasa | POMEr

Ppinus | pramér | 0.070b | 9.366b | 1.330b | 2.641b | 4.686b | 11.356b| 0.007b
sylvestris | Sp | 0.006 | 2.506 | 0.339 | 0.421 | 1.694 | 2.838 | 0.001
Betula | primér | 0.224ab | 9.251b | 0.978b | 2.492b | 4.581b | 11.478b| 0.023b
pendula | sp | 0088 | 1.752 | 0.185 | 0.582 | 0.923 | 2.152 | 0.007
Ouercus | Primér | 0.267ab | 19.549a | 2.568a | 5.074a | 9.941a |23.124a| 0.013b
robur | Sp | 0.083 | 4189 | 0.649 | 1.588 | 1.620 | 5.104 | 0.004
Pinus | primér | 0.262ab | 5.166b | 0.570b | 1.547b | 2.279b | 6.458b | 0.045b
sylvestris | sp | 0,195 | 175 | 0.295 | 0.315 | 0.731 | 2.354 | 0.021
Betula | primér | 0.434ab | 5.792b | 0.466b | 1.559b | 2.677b | 7.660b | 0.069ab
pendula | sp | 0238 | 1.830 | 0.106 @ 0.253 | 0.930 | 2.534 | 0.016
Ouercus | Primér | 0.153b | 3.328b | 0.260b | 1.431b | 1.223b | 4.272b | 0.042b
robur | Sp | 0.089 | 1253 | 0.104 | 0.355 | 0.590 | 1.633 | 0.010
Alnus | primér | 0.052b | 5.488b | 0.588b | 1.775b | 2.752b | 6.871b | 0.009b
glutinosa | sp | 0.024 | 0536 | 0.078 | 0.589 | 0.104 | 0.742 | 0.003
Pinus | pramér | 0.260ab | 4.138b | 0.223b | 1.238b | 2.105b | 5.906b | 0.063ab
sylvestris | Sp | 0.081 | 0.397 | 0.037 | 0.033 | 0.447 | 0.772 | 0.019
Betula | primér | 0.160b | 2.275b | 0.130b | 0.675b | 1.181b | 3.276b | 0.071ab
pendula | sp | 0.059 | 0.633 | 0.033 | 0.305 | 0.283 | 0.770 | 0.025
Alnus | primér | 0.629a | 6.264b | 0.465b | 1.070b | 3.823b | 8.491b | 0.118a
glutinosa | sp | 0112 | 2.825 | 0.358 | 0.291 | 1.926 | 3.123 | 0.045
Ouercus | Primér | 0.126b | 5.288b | 0.477b | 1.743b | 2.601b | 7.064b | 0.024b
robur | Sp | 0.068 | 0482 | 0.190 | 0.415 | 0.124 | 0.323 | 0.013
F 4244 | 11143 | 11.143 | 7.690 | 10.920 | 9.884 | 5.943
P 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

Piaseczno

Szczakowa

Belchatow
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Slozeni mikrobialniho spolecenstva ve fermentacni vrstvé (Oe) z pohledu zastoupeni
mikrobidlnich spoleCenstev ukazuje Tab. 8. Celkova biomasa hub vykazuje velmi podobné
chovani v pudnim substratu pod bifizami na vSech tfech lokalitach a tvofi statisticky
homogenni skupinu, ktera se signifikantné 1i8i od ostatnich druht (s vyjimkou olSe na lokalité
Szczakowa - zde je relativné vysokd vnitroskupinova variabilita). Podobné se lisi 1 pidni
substrat pod duby, ktera tvoii napfi¢ lokalitami opét homogenni skupinu. Zemina pod duby
v abundanci houbové biomasy nejsou prokazany, tu spiSe ovlivituje rod dfeviny nez lokalita.

V ptipad¢ poméru abundanci biomas hub a bakterii (F/B) se d4 konstatovat, ze nejmensi
hodnoty jsou jasn¢ zaznamendny na lokalit¢ Piaseczno a Szczakowa, které tvoii v tomto
smyslu homogenni skupinu, na lokalité¢ Betchatéw jsou hodnoty vyssi. Ukazuje se, ze tento
pomeér je ovliviiovan lokalitou, nezZ dominantni dfevinou.

Vrstva Oe nevykazuje tak jasné trendy jako vrstva A. Nejcharakteristi¢téjsi trend je

Vv

cvwr

A4

poméru.

U nejvyssich primérnych hodnot charakteristickych PLFA je nejvyznaméjsi olSe na
Belchatowu, kterd ma nejvyssi hodnotu houbovych PLFA, soucasné nejvyssi hodnotu
aktinobakterii, nejvyssi celkovou mikrobialni biomasu a rovnéz nejvyssi F/B pomér. Nejvyssi
hodnota G+ bakterii byla naméfena u bfizy na lokalité¢ Piaseczno. Na téze lokalit¢ byla
nameéfena nejvyssi prumérna hodnota pro G- bakterie, a to u borovice. Na lokalit¢ Szczakowa

byla naméfena jedina nejvyssi primérnd hodnota, a to bakterialni PLFA u bfizy.
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Tab. 8: Tabulka primémych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotliva charakteristickd PLFA
(ug™) na posttéZzebnich plochach Piaseczno, Szczakowa a Befchatow pro vrstvu Oe. Spodni fadky
indikuji F a p hodnoty jednofaktorové ANOVA, statisticky homogenni skupiny jsou oznaceny

stejnymi pismeny. Hodnoty neoznacené pismeny tvoii statisticky homogenni skupiny (Tukey post hoc.

test p<0,05).
. Celk.
Lokalita | Di‘'evina | Hodnota | Houby | Bakterie Aktm({- G+ G- mikrob. F/Bv
bakterie . pomer
biomasa
Pinus pramér | 4.538b | 75.740 | 3.639 | 12.731 | 48.539 | 93.687 | 0.055b
sylvestris SD 2.946 11.491 | 0.241 2.507 | 6.918 | 17.220 | 0.027
Betula prumér | 10.702ab| 76.459 | 5.026 | 13.610 | 43.41 |102.145| 0.130b
Piaseczno
pendula SD 1.747 | 5459 | 0.098 | 1.071 | 3.488 | 8383 | 0.012
prumér | 4.677b | 71.464 | 4.795 | 12.228 | 43.879 | 90.691 | 0.063b
Quercus
robur SD 2.010 17.422 | 0.850 | 2.781 | 11.546 | 21.042 | 0.021
Pinus pramér | 12.274b | 73.416 | 3.415 | 10.292 | 39.215 | 101.024| 0.159b
sylvestris SD 6.509 12.793 | 1.118 | 2.371 | 5.1482 | 23.386 | 0.060
Betula prumér | 18.454ab| 79.301 | 3.682 | 11.621 | 46.54 | 115.665| 0.220b
pendula SD 8304 | 22.935 | 0.816 | 3.683 | 13.578 | 34.774 | 0.064
Szczakowa
prumér | 11.221b | 67.398 | 3.447 9.881 | 35.819 | 91.681 | 0.165b
Quercus
robur SD 1.966 3.926 0.564 0.964 | 2.827 | 6.340 0.021
Alnus prumér | 13.565ab| 71.238 | 3.010 | 10.761 | 40.432 | 103.679| 0.181b
glutinosa SD 5.975 12.006 | 0.484 1.354 | 5.9163 | 20.540 | 0.065
Pinus prumér | 34.003a | 74482 | 2.529 9.630 | 42.285 |127.403 | 0.463ab
sylvestris SD 5.062 9.284 0.944 | 2.190 | 4.9459 | 15.982 | 0.087
Betula prumér |24.416ab| 53.437 | 1.895 6.272 | 26.298 | 92.183 | 0.447ab
pendula SD 7.687 10.336 | 0.182 0.426 | 3.9913 | 21.201 | 0.087
Belchatow
Alnus prumér | 34.148a | 66.506 | 8.251 7.551 | 38.971 |136.298 | 0.735a
glutinosa SD 10.517 | 36.469 | 6.124 | 4.946 | 22.498 | 27.997 | 0.404
pramér | 10.263b | 62.681 | 3.546 | 10.612 | 36.137 | 90.196 | 0.161b
Quercus
robur SD 3.339 13.200 | 0.790 1.688 7.838 | 19.784 | 0.036
F 6.109 0.370 1.378 1.317 0.730 1.076 4.630
p 0.000 0.946 0.252 0.238 0.688 0.421 0.001

63



Z Tab. 9 je patrné, Ze ve vrstvé A pomér F/B negativné koreluje s procentudlnim
obsahem dusiku. F/B pomér pozitivné koreluje s C/N pomérem a dostupnym fosforem. Dale
je zde pozitivni korelace s jilem a negativni korelace s obsahem uhliku. Ty jsou ovSem
marginaln¢ signifikantni. Ve vrstvé Oe je F/B pomér také pozitivné koreluje s dostupnym
fosforem. Dale signifikantné pozitivné koreluje F/B pomér s jilem. S procentudlnim
zastoupenim dusiku je v negativni korelaci, ale jen marginalné signifikantni. S C/N pomérem
koreluje také pozitivné jako ve vrstvé A (zde signifikantn€), v této vrstvé (Oe) pouze
marginalné signifikantné. Marginaln€ signifikantn€ reaguje také ve vztahu k pisku, ovSem
v negativni korelaci.

U celkové mikrobidlni biomasy ve vrstvé A je pozitivné signifikantni korelace
s hofecnatymi ionty a pozitivné signifikantni je rovnéz 1 korelace s pH (KCl). Pozitivné
koreluje celkovd mikrobidlni biomasa i s procentudlnim zastoupenim dusiku, avSak pouze
marginadlng signifikantné. A margindln¢ signifikantni, negativni korelaci ma celkova
mikrobidlni biomasa viici C/N poméru. Ve vrstvé Oe je jen jedna signifikantni zavislost, a to
pozitivni korelace s dostupnym fosforem. Souhrnné tedy lze fici, ze dostupny fosfor velmi
ovliviiuje F/B pomér a celkovou mikrobidlni biomasu. Byl signifikantni ve tfech ze Ctyf

ptipadu.

Tab. 9: Tabulka korela¢nich koeficienti mezi chemickymi vlastnostmi pidy a F/B pomérem
a celkovou mikrobialni biomasou pro horizonty A a Oe z posttézebnich ploch Piaseczno, Belchatéw

a Szczakowa. Statisticky vyznamné koeficienty jsou vyznaceny tucné.

vrstva A vrstva Oe
Chemické vlastnosti Celkova Celkova
o F/B pomér mikrobialni F/B pomér mikrobialni
pudy biomasa biomasa
N % -0.739 0.454 -0.508 -0.258
C% -0.524 0.234 -0.376 -0.223
C/N 0.635 -0.476 0.444 0.168
pH KCl 0.042 0.630 0.073 0.108
P dostupny (mg/100g) 0.619 -0.343 0.747 0.828
Ca (me/100g) 0.293 0.356 0.442 0.356
K (me/100g) -0.024 0.218 0.084 -0.099
Mg (me/100g) -0.253 0.759 -0.156 -0.163
CEC (me/100g) 0.037 0.167 0.272 0.139
pisek (%) -0.243 0.047 -0.494 -0.199
jil (%) 0.523 -0.323 0.708 0.307
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Obr. 12: PCA ordinac¢ni diagram pro koncentrace charakteristickych PLFA na posttézebnich lokalitach
Piaseczno, Belchatow a Szczakowa, pod riznymi druhy dievin (Alnus, Betula, Pinus a Quercus) ve
vrstvach pudy A a Oe.

Z Obr. 12 je zfejmé, Ze 1. ordinaéni osa (horizontalni) koresponduje s rozdilem mezi
horizonty A a Oe, zatimco 2. ordinac¢ni osa (vertikdlni) koresponduje s rozdilem mezi
plochami, zejména mezi plochami Befchatow a Piaseczno. Prvni ordinacni osa vysvétluje
93,6 % a druha 4,5 % variability dat. Z Obr. 12 je patrné, ze ve vrstvé Oe je mnohem vyssi
zastoupeni vSech charakteristickych PLFA nez ve vrstvé A. Z Obr. 12 je dale patrné, Ze
v mirn¢ kyselych ptidach na lokalit¢ Piaseczno se mikrobidlni spoleCenstva nejvice blizi
charakteristice mikrobidlnich spolecenstev dubu a ¢asté€né borovice (tedy dievin, jejichz
opad mé vysoky C/N pomgér). Tato spoleCenstva maji vétsi podil aktinobakterii a G+ bakterii.
V silné kyselych pidach na lokalit€ Belchatow se naopak mikrobialni spolecenstva celkové

vice podobaji spoleCenstviim charakteristickym pro btizu a o0lSi s vy$$im podilem hub.
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Obr. 13: RDA ordina¢ni diagram vlivu enviromentalnich parametriit vybranych forward selection
(p<0.05, Monte Carlo permutation) koncentrace charakteristickych PLFA na lokalitach Piaseczno,
Belchatéw a Szczakowa pod riznymi druhy dievin (4A/nus, Betula, Pinus a Quercus) ve vrstveé A.

Obr. 13 ukazuje, Ze ve vrstvé A se houbové PLFA chovaji odlisn¢ od vSech ostatnich
PLFA. Houbové PLFA negativné koreluji s procentudlnim zastoupenim dusiku v piadé.
Naopak pozitivné koreluji s pH (KCl), draslikem a nejvice pozitivné koreluji s vapnikem

a s draslikem.
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Obr. 14: RDA ordina¢ni diagram vlivu enviromentalnich parametrtt vybranych forward selection
(p<0.05, Monte Carlo permutation) koncentrace charakteristickych PLFA na lokalitdch Piaseczno,
Belchatow a Szczakowa, pod riznymi druhy dievin (Alnus, Betula, Pinus a Quercus) ve vrstvé Oe.

Na Obr. 14 vidime, ze 1. ordinacni osa vysvétluje 16,8 % variability dat a 2. ordina¢ni
osa 46,4 % variability. Nejsiln€j$i pozitivni korelace je u jilu s houbami. Ostatni PLFA jsou na

jilu nezévislé, ale hlavni faktor, ktery urcuje jejich chovani, neni z RDA patrny.
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5.2 Diskuze

Hypotézy o vlivu dominantni dieviny nebo zrnitosti substratu se nepotvrdily. Ve vrstveé
Oe je patrny jisty vliv dominantni dfeviny, i kdyZ ne zcela konzistentni u vSech substrati. Ve
vrstvé A pak specifické kombinace substratu a dieviny vedou ke vzniku zcela specifickych
mikrobialnich spoleCenstev. To se muze zdat byt v rozporu v porovnani s piedchozimi
studiemi, napt. [56], kde prezentované vysledky ukazuji na spojitost mezi dominantni
dfevinou a tim, jaké spolecenstvo se na dané lokalité rozvinulo. Je vSak tfeba si uvédomit, Ze
predchozi studie na vysypkach byly provadény zpravidla na jednom typu substratu (napf.
[56,57,158]). Naopak v ptedkladané studii rostly sledované stromy na substratech s velmi
variabilni zrnitosti a pH. Dosazené vysledky také podporuji ojedin€lé studie, které sledovaly
rizné druhy stromt na substratech rlizné zrnitosti a konstatuji, Ze vliv zrnitosti je vyznamnéj$i
nez vliv pH. V této studii byla variabilni nejen zrnitost substratu, ale i jeho pH. Navic se zde
vyskytuji kombinace zrnitosti a pH, které nejsou v ptirod¢ obvyklé. V ptirodnich ptidach byva
zrnitost spojena s vyluhovanim bazickych kationtl a tim s pH, piscité pudy jsou tak zpravidla
kyselejsi nez pudy jilovité [28]. Naopak v této studii jsou pidy s nejvy$Sim obsahem jilu
zaroven nejkyselej$i. Divodem by mohlo byt, Ze se jedna o vysypkové pudy, tudiz pidy
s velkym vlivem mineréalniho substratu, zejména obsahu pyritu a podobnych minerali, které
pozméiuji pH. Takto by bylo mozné vysvétlit také hodnoty C/N poméru, které nejsou vyrazné
ovlivnény druhem dfeviny, ale opét zfeymé sloZzenim mineralniho substratu, ktery mizZe byt
velmi variabilni [59].

Pii rekultivaci vysypek po t€zb€ nerostnych surovin hraje vyznamnou roli rozvoj
rostlinnych spolecenstev na vytézeném substratu [53]. Pro obnovu pad a pfisun organické
hmoty do pudy je ale pfedevSim rozhodujici rozvoj a sloZzeni mikrobialnich spolecenstev
v pudé [61,135]. Praveé rozvojem mikrobidlnich spolecenstev a tim, jaky je rozhodujici faktor
urcujici kvantitu a kvalitu spolecenstva se zabyva moje diplomova prace.

Z vysledkt vyplyva, ze na slozeni mikrobialnich spoleCenstev ma zasadni vliv vertikalni
stratifikace pudy. Piestoze takovy rozdil je o¢ekavatelny, kvantifikaci rozdilu mezi nadloznim
(O) a podloznim (A) horizontem pudy na vysypkovych ptidach se difive vénovalo jen
minimum studii [46,57]. Je to relativné piekvapivé zejména z diivodu, ze Oe vrstva tvori
vyznamnou souc¢ast pudniho profilu a miize se od A horizontu vyrazné lisit.

Markantni odliSnost vrstvy A od vrstvy Oe (Obr. 12) je pravdépodobné zptisobena velice
nizkym obsahem uhliku a Zivin ve vrstvé A. Podle [57] totiz obsah mikrobialni biomasy
koreluje s obsahem organického uhliku v ptidé. Délka sukcese je navic vyznamnym faktorem

ovliviiyjicim PLFA [10].
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Podle [10] ma padni horizont zejména vliv na rozvoj bakteridlniho spolecenstva.
Houbové spolecenstvo je podle né€j vice ovlivnéno sezonnosti. Zkoumané vysypky byly
rekultivovany pted cca 25 lety. To je relativné kratkd doba pro to, aby ve vrstvé A byl vice
zastoupen organicky uhlik. Pidni mikrobidlni spoleCenstva jsou proto vyvinuta pouze ve
vrstvé Oe, jak je patrné i z hodnot v Tabulce 7 a 8. Obr. 13 ukazuje pozitivni korelaci jak mezi
houbovymi PLFA a pH, tak mezi bakterialnimi PLFA a pH. pH je podle [10] vyznamnym
faktorem ovliviiujicim sloZzeni mikrobidlniho spolecenstva. Se snizujicim se pH se zvysuje
podil hub na mikrobialnim spolecenstvu a naopak vyssi pH prospiva bakteriim.

Dalo by se tedy fici, Ze univerzalni pravidla u jednotlivych druhli dominantnich dfevin,
vyvinutych na urcité rekultivované plose, se nedaji automaticky aplikovat na jiné ptdni
substraty narozdil od béznych ptirozenych pid, kde jsou jednotlivé abiotické vlastnosti
substrat omezeny jen na nékteré kombinace a dominantni dieviny se na téchto pfirozené se
vyskytujicich substratech chovaji podobné, a tak jsou slozeni pid a jim odpovidajicich

mikrobidlnich spolecenstev snazeji predikovatelna.
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ZAVER
Z porovnani rozvoje a slozeni mikrobidlnich spolecenstev na tfech odliSnych vysypkach

pod riznymi dominantnimi druhy dfevin vyplyva, ze ani dfevina ani zrnitostni slozeni nema

vliv na slozeni mikrobidlniho spolecenstva.

Vysvétlenim, Ze na lokalitdch nejsou vytvorena specifickd spolecenstva pro jednotlivé
dominantni druhy dievin je, Ze porekultivacni doba je pfili§ kratka a mikrobialni spolecenstva

se jesté nespecifikovala.

Z analyzy PLFA vyplyva, ze zéasadni vliv na rozvoj spoleCenstev ma vertikalni
rozvrstveni horizontu. Toto je vysvétleno zejména pravdépodobné nizkym obsahem uhliku

a zivin v nepfili§ vyvinuté vrstvé A.
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