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Abstrakt

cey

Tato prace se zabyvd mikrobidlnimi spoleCenstvy, zijicimi v ptidé dlouhodobé
vystavené pusobeni tézkych kovi. Ve dvou lokalitich na Ptibramsku S odliSnym
stupném kontaminace byly provedeny odbéry piady. U vzorka byla zméfena respirace
in vitro po pridavku zdroji uhliku a za rizné miry zatéZze kadmiem, jednim z kovu,
jimiz je lokalita kontaminovana. Z pudy po inkubaci se zdroji uhliku a z kontroly bez
piidavku byly odebrany vzorky a z nich izolovana enviromentdlni DNA. Ze vzorkt
enviromentalni DNA byl amplifikovan gen kodujici 16S rRNA u aktinobakterii, ziskany
smeésny amplikon byl analyzovan stanovenim polymorfismu délky termindlniho
restrikéniho fragmentu. Ziskané profily byly pouzity ke srovnani aktinobakterialnich
spolecenstev v obou skupinach vzorkl piid a v jednotlivych oSetfenich. Analyza ukéazala
jasné odliSeni dvou riizné kontaminovanych lokalit a rizné vyrazné posuny ve sloZeni

spolecenstev po pridani substratu.

This work is focused on microbial communities living in the soil affected by long-
term exposure to heavy metals. The soil was sampled at two sites with different levels
of contamination near Piibram. In the samples, respiration rate was measured in vitro
after addition of carbon sources and at different levels of cadmium, one of
the contaminating metals found in the soil. After the incubation with carbon sources,
soil samples were collected for environmental DNA isolation. Gene coding for
16S rRNA in Actinobacteria was amplified from the environmental DNA samples and
the amplicon composition was assessed by terminal restriction fragment length
polymorphism analysis. The resulting profiles were used to compare actinobacterial
communities in both groups of soil samples and in individual treatments. The analysis
showed a clear distinction between the two sites differing in the contamination level and
shifts in the community composition of various intesity depending on the added

substrate.
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1. Uvod

Kontaminace pud je pomérné zavazny a cCasto opomijeny problém. Oblasti
zamotené nejen tézkymi kovy bychom nasli na celém svété. Tézké kovy se do pudy
dostéavaji predevsim plisobenim lidské ¢innosti zejména z pramyslu, ale i hornickou ¢i
zemedélskou Cinnosti.

Vyskyt nékterych kova v ur¢ité mife je ovSem pfirozeny, avSak v urcitych vyssich
koncentracich uzZ maji nemaly dopad na strukturu spolecenstva v piad¢. Problém
kontaminace tézkymi kovy je, Ze nemohou byt degradovany jako tfeba organické
zneCitujici latky a predstavuje tak trvalé nebezpe¢i pro zivotni prosttedi (Tsezos,
2009).

Cilem této prace je analyza mikrobidlniho spolecenstva v pidé dlouhodobé
vystaveného puisobeni tézkych kovii. Méfenim respirace in vitro bych rada zjistila,
zda se od sebe 1isi spolecenstva rizné kontaminovanych pud a zda se bude lisit jejich
respiraéni aktivita 1 po pfidani rdznych zdroji uhliku a po pfidani jednoho
Z kontaminujicich kov.

Na vysledky této prace bych rada navazala ve své diplomové praci.

2. Pudni spolecenstvo

Bakterialni diverzita poskytuje informace o zivotnich procesech a evolu¢nich
vztazich (Kennedy, 1999). Bakterie jsou zodpovédné za mnoho biochemickych procest,
nezbytnych pro udrzeni zivota (Price, 1988). Bakterialni rozmanitost je ptitom vétsi nez
rozmanitost jakékoli jiné skupiny organismu (Kennedy, 1999).

Bakterie jsou zodpovédné za rizné metabolické funkce, které maji vliv na ptdu
a rostliny. Kolob¢h zivin, vznik a rozklad organické hmoty, formovani struktury piady
a podpora rustu rostlin patii mezi uzitené funkce, které bakterie vykonavaji. Mezi
skodlivé uginky naopak patii napt. $ifeni chorob rostlin. Cinnost bakterii je dilezita pro
zdravi pady i rostlin (Kennedy, 1999).

Bakteridlni spoleCenstva zahrnuji komplexni interakce mezi riiznymi organismy.
Spolecenstva a jejich procesy by méla byt zkoumana nejen ve vztahu k jednotliveim,
ktefi spolecenstvo tvori, ale také s ohledem na uc¢inek ndhodnych vlivli okolniho

prostiedi na tato spolecenstva (Kennedy, 1999).



Bakterie hraji dalezitou roli pii tvorbé pudni struktury (Lynch and Bragg, 1985
in Kennedy, 1999). Rozkladaji komplexni slouceniny v organickych zbytcich na
jednodussi slouceniny. Tento rozklad slozitéjSich latek poskytuje substraty pro jiné
mikroby. Organickd hmota zlepSuje fyzikdlni vlastnosti pudy, stabilizuje obsah vody
Vv pudé a dostupnost zivin. Pisobi také jako pojivo plidnich ¢astic. Obsah organické
hmoty mutze byt udrzovan piitomnosti rostlinnych zbytkl, stfidanim plodin
a pouzivanim zivo¢isného a zeleného hnojeni (Kennedy, 1999).

Bakterialni diverzita ma rozhodujici vliv na fungovani ekosystémi, vzhledem
k rozmanitosti procesti, za né€Z jsou bakteric odpovédné, jako naptiklad rozklad
a kolobéh zivin, pidni agregace a patogenita. Pro lepsi pochopeni potiebné urovné
bakterialni diverzity je nutné zvysit znalost biotické a funk¢ni diverzity spoleCenstev

(Kennedy, 1999).
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Obr. 1 - Znazornéni vztahu pudnich bakterii a hub k anorganickym a organickym

pudnim ¢asticim. Prevzato z Kennedy, (1999).
2.1. Puady

Pudy jsou slozité systémy, které se vyviji dlouhou dobu prostfednictvim slozitych
interakci v zavislosti na topografii, podnebi a pfitomnosti Zivych organismii, které maji
na puidy nezanedbatelny vliv (Madigan et al., 2011).

Pidy lze rozdélit do dvou velkych skupin: Mineralni plidy vznikajici zvétravanim

hornin a dal§ich anorganickych materidli a organické pldy vytvarené sedimentaci
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V bazinach a mocalech. Na vzniku vétSiny pud se podilely oba uvedené mechanismy.
Prestoze mineralni pidy pfevladaji ve vétsiné suchozemskych prostiedi, vzrista zajem
o0 roli, kterou hraji organické pidy v ukladani uhliku. Podrobné porozuméni ukladani
uhliku a jeho zdroji ma velky vyznam pro zkoumani zmén klimatu (Madigan et al.,
2011).

Pidy se skladaji minimaln€ ze &tyr slozek. Jsou to anorganické mineralni latky
(tvoti obvykle 40 % pidniho objemu), organickd hmota (zpravidla tvoii asi 5 %), dale
vzduch a voda (zhruba 50 %) a v neposledni fadé mikroorganismy a makroorganismy,
které€ jsou zastoupeny asi 5 %. Pedologové klasifikuji pidni ¢astice na zdkladé€ velikosti.
Ty o priméru 0,1 - 2 mm se nazyvaji pisek, velikost mezi 0,002 a 0,1 mm ma prach
a mens$i nez 0,002 mm jsou castice jilu. Podle procentualniho zastoupeni pisku, prachu
a jilu se pudy oznacuji jako pisc¢ité, prachovité nebo jilovité (Madigan et al., 2011).

Ke vzniku pudy pfispivaji fyzikdlni, chemické a biologické procesy. Rasy,
liSejniky, mechy a vyssi rostliny jsou fototrofni a produkuji organickou hmotu. Ta pak
podporuje riist chemoorganotrofnich bakterii a hub. Slozité¢j$i chemoorganotrofni
spoleCenstva, slozena z bakterii, Archaea a eukaryot, se pak vyvijeji pfimo umérné
rozsahu spolecenstva primarnich producentd (Madigan et al., 2011).

Oxid uhlicity, uvoliiovany pii dychani, se rozpusti ve vodé a vytvaii se tak kyselina
uhlicitd (H2COs3), kterd pomalu rozpousti horniny, a to zejména ty obsahujici vapenec
(CaCOs3). Navic mnoho chemoorganotrofii vylucuje organické kyseliny, které rovnéz
podporuji rozpousténi horniny a rozpad na mensi ¢astice (Madigan et al., 2011).

Zmrazovani, rozmrazovani a dal$i fyzikalni procesy pomahaji utvaret ptdu tim, ze
zpusobuji trhliny v horninach. V téchto stérbinach se ukladaji nejen Castice generované
v kombinaci s organickymi latkami, ale také surové pudy, a vznika tak misto potiecbné
pro zakofenéni rostlin. Kofeny rostlin pronikaji dal do §térbin a podporuji dalsi praskani
horniny. Vylucovani kofenit poméaha vyvoji rhizosféry (pudy, ktera obklopuje koteny
rostlin a pfijima rostlinné sekrety) s vysokym obsahem mikrobialnich bunék. Kdyz
rostliny uhynou, jejich pozistatky ptidavaji do plidy Ziviny, které jsou vyuzity pro rast
dalsich mikroorganismi. Prosakovanim vody skrz pidu se nékteré z téchto latek
prenaseji hloubgji do pudniho profilu (Madigan et al., 2011).

Jak pokracuje zvétravani, pida se prohlubuje a je tak umoZnén rist vétSich rostlin
i malych stromi. Pudni Zivo¢ichové, napf. zizaly, osidluji pidu a hraji tak dulezitou roli
pii promichdvani a provzdu$novani svrchnich vrstev piidy. Pohyb piidniho materidlu

smérem doli vede ke vzniku vrstev pudy, tvoficich tzv. pidni profil. Rychlost vzniku
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typického pidniho profilu zavisi na klimatickych a dalSich faktorech, jeho utvafeni
miiZe trvat stovky az tisice let (Madigan et al., 2011).

Nejrozsahlej$i mikrobidlni riist se odehrdvad na povrchu padnich castic. I jedina
castice pudy mize obsahovat mnoho riznych mikroprostiedi, a mize tak podpofit rist
nékolika fyziologickych typt mikroorganismi. Pro pfimé pozorovani mikroorganismt
na pudni ¢astici se vyuziva fluorescenéni mikroskopie, avSak organismy musi byt
nejprve obarveny fluorescencnim barvivem. Chceme-li  zobrazit konkrétni
mikroorganismus, pouZijeme znacenou protiladtku nebo  genovou sondu.
Mikroorganismy mohou byt také pozorovany piimo na povrchu pidni ¢astice pomoci

rastrovaci elektronové mikroskopie (Madigan et al., 2011).

2.2. Struktura bakterialniho spoleCenstva

Mikrobidlni biomasa tvoii pouze 1 - 3 % pudniho organického uhliku a zabira
pouze 0,001 % ptidniho objemu (Grundmann and Gourbiere, 1999). Piesto, vezmeme-li
v avahu mnozstvi 10° az 10* kg mikrobialni biomasy na hektaru pidy, dojdeme ke
zjisténi, ze pudni mikroorganismy tvoii vyznamnou cast celkového objemu biomasy
na Zemi (Fierer et al., 2007). Slozeni rostlinného spoleéenstva vyvolava zmény
v mikrobialni struktuie pudy a kolob&éhu zivin (Hobbie, 1996).

Celkovymi poc¢ty bakterie v padé prevladaji nad houbami, které maji svou dulezitou
roli v procesech pocatecni faze rozkladu rostlinného odpadu (Urbanova et al., 2011).
Proto houby dominuji mikrobidlnimu spole¢enstvu osidlujicimu vrstvu opadu, zatimco
v organickém horizontu je mnozstvi hub a bakteridlni biomasy srovnatelné
(Baldrian et al., 2012).

Bakterie a zejména houby jsou cCasto vyrazn€ spojeny s konkrétnim plidnim
horizontem. Houbova spoleCenstva maji méné vyrovnané zastoupeni jednotlivych
taxonll nez spoleCenstva bakterialni a vykazuji vyssi relativni hojnost dominantnich
druhli. Zatimco dominantni druhy bakterii jsou rozmistény po celém sledovaném
ekosystému, rozloZzeni dominantnich hub je Casto prostorové omezeno, protoze jsou
ptitomny jen v né¢kterych lokalitach (Baldrian et al., 2012) .

Vétsina funkci suchozemskych ekosystémi se odehravd v pidé, kterd poskytuje
nejvetsi biodiverzitu na Zemi. Piesto pochopeni toho, jak jsou funkce ekosystémi
ovlivnény pudni biodiverzitou, vyrazné zaostdva za poznanim, jak témto funkcim

prispivaji nadzemni organismy (Bowker, Maestre and Escolar, 2010).
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Pidy jehli¢natych lesnich ekosystémt jsou dilezité pro globalni cyklus uhliku
a identifikace aktivnich mikrobidlnich rozkladaci je zasadni pro pochopeni
transformace organické hmoty v téchto ekosystémech (Baldrian et al., 2012).

Vyvoj bakteridlniho spoleenstva béhem primarni sukcese je formovan piedevsim
vegetaci, kterd spolecné s proménou (piechodem) klicovych druhti rostlin povede
K nespojitému vyvoji bakterialniho spolecenstva. To bude odrazet mistni vegetacni rysy
urcitého stupné sukcese. Relativni vyznam postupného hromadéni organické hmoty
a zmény v pudni chemii jsou pravdépodobné mén¢ dulezité (Urbanova et al., 2011).

Z evolu¢niho hlediska jsou bakteridlni spoleCenstva v pidé velmi piizplisobena
a omezena selekci, s nové se vyvijejicimi buiikami v lepSim ekologickém stavu, které
potlacuji hiife ptizpusobené konkurenty (Giovannoni, 2004).

Mikrobialni diverzita v pudnich ekosystémech daleko pifesahuje rozmanitost
eukaryotickych organismi. V jednom gramu pudy se mize skryvat az 10 miliard
mikroorganismu, patficich mozna k tisiciim riznych druhti (Rossello-Mora and Amann,
2001).

Protoze méné nez 1 % mikroorganismii pozorovanych pod mikroskopem je
kultivovano a urceno, pudni ekosystémy jsou do zna¢né miry neprobadané. Mikrobialni
diverzita popisuje slozitost a variabilitu na riznych urovnich biologické organizace.
Konkrétné to tfeba zahrnuje genetickou variabilitu uvnitt taxoni a pocet a relativni
Cetnost taxonu a funk¢énich skupin ve spolecenstvech (Johnsen et al., 2001, Kozdroj
and van Elsas, 2001).

Bakterie jsou vSudypfitomné a rozmanité jak ve svém méritku, tak v extrémnosti
podminek, ve kterych ziji. Bakterialni diverzita je také spojovana se znacnou funkcni
rozmanitosti. PoCinaje formovanim struktury pudy ptes kolob&h zivin az po degradaci
vzacnych substratii a xenobiotik. Skutecnost, ze dosud zname pomérné malou Cést
pudnich bakterii (pouze 1 - 10 %), vede k novym studiim této problematiky vcetné
posouzeni vlivu Skodlivych latek (Dejonghe et al., 2000).

K dispozici méme stale vice piesvédcivych diikazii o tom, ze uzemni organizace je
zasadnim faktorem ovladajicim druhovou dynamiku a biodiverzitu mnoha spolecenstev.
Genetické rozdily se mohou zvySovat s geografickou vzdalenosti, protoze jak
environmentalni zmény, tak stim spojené selektivni U€inky se stavaji vice
heterogennimi ve velkych vzdalenostech (Diniz and Telles, 2000).

Pocet bakteridlnich bunck nebo jejich koncentrace jsou obvykle vztahovany

na gram pudy. To nam avSak neposkytuje Zadnou informaci o tom, zda jsou buiky
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seskupeny Vv koloniich na jednom misté nebo jsou-li distribuovany v celém piadnim
objemu. Poznatky o prostorové distribuci jsou vSak dalezité pii odhadu

pravdépodobnosti setkani bakterii se substratem (Grundmann, 2004).

2.3. Taxonomické zastoupeni mikroorganismu

Na vyssi taxonomické urovni vykazuje puda pozoruhodné stabilni struktury
spoleCenstva, v nichZ naprosta vétSina kloni vzdy patii mezi devét hlavnich kmend
bakterii: Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes,
Firmicutes, Planctomycetes, Verrucomicrobia a Gemmatimonadetes (DeSantis et al.,
2006b, DeSantis et al., 2006a).

Proteobacteria tvoii téméf polovinu z celkového poctu ziskanych pidnich klond.
Acidobacteria a Bacteroidetes jsou také bohaté zastoupené skupiny. Zastupcti kment
Actinobacteria a Firmicutes je méné. Hlavni ¢ast pidnich genotypt tvofi nezatazené
druhy nebo €lenové menSich bakteridlnich skupin. To podtrhuje vysokou bakteridlni
diverzitu, typickou pro pudni ekosystémy. Na rozdil od bakterii je rozmanitost Archaea
v pudé minimalni. Hlavnimi kmeny Archaea jsou Euryarchaeota a Crenarchaeota
(Madigan el al., 2011).

Studie, provadéna v uhlovodiky zneciSténé oblasti ukézala, ze taxonomickeé
zastoupeni ve znecisténé pude je podobné. Proteobacteria tvoii nejvétsi frakei v obou
typech pud, nasleduje vyznamné zastoupeni kmeni Acidobacteria, Bacteroidetes
a Actinobacteria a Firmicutes. Nicméné vyznamny je posun v podilu zastoupeni téchto
taxont. Zne¢isténé pudy jsou obohaceny o Actinobacteria a Euryarchaeota, ale zmensil
se Vvnich podil Bacteroidetes, Acidobacteria anezatazenych skupin bakterii.
Pozoruhodné je, ze Crenarchaeota nebyla v uhlovodiky zne¢isténych pudach nalezena,
coz naznacuje, ze zne¢ist'ujici latky tuto skupinu eliminovaly (Madigan el al., 2011).

Vliv zneciSténi uhlovodiky byl vice patrny u nizSich taxonomickych skupin.
Znecisténé pudy obsahovaly vétsi podil Gammaproteobacteria a jen jeden dominantni
genotyp Bacteroidetes. Naproti tomu neznecisténa pida obsahovala nékolik fylotypt
Bacteroidetes. Také rozmanitost Acidobacteria je vyznamné niz$i ve zneciSténych
pudach. I kdyz funkéni vyznam pozorovaného rozdilu v diverzité mikrobialniho

spolecenstva v zneciSténych pldach proti nezneCiSténym je zatim neznamy, bylo
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zjisténo, ze znecisténé lokality se pravdépodobné 1isi pii procesu zpracovani uhliku
a dusiku a pfi zpracovani zivin (Madigan et al., 2011).

Rizné studie ptid zamétené na zkoumani genu pro 16S rRNA se shodovaly ve dvou
bodech: 1) Nenarusené¢ neznecisténé pudy podporuji velmi vysokou rozmanitost
prokaryot. 2) Odchylky v pudé zpusobuji méfitelné posuny ve slozeni spolecenstva -
pravdépodobn¢ smérem k druhiim, které jsou konkurenceschopnéjsi v naruSeném
pudnim prostiedi — a celkovou redukci diverzity prokaryot (Madigan et al., 2011).

Aktinobakterie tvofi vlakna, ktera propojuji pidni Castice. Rovnéz extracelularni
polysacharidy tvofené bakteriemi vazou pudni Castice a pomahaji tak budovat ptdni
strukturu. Huminové latky akumulované v piidé tvofti rekalcitrantni organickou hmotu
a pomahaji tak agregovat pidu. Tento proces snizuje erozi pidy, umoziuje dostatecné
pronikédni vody a udrzuje ptidu provzdusnénou. Agregace pudy muize byt zvySena
ptidanim rostlinnych zbytki, coz vede ke zvySeni bakterialni aktivity (Gilmour, Allen
and Truog, 1948 in Kennedy, 1999).

Aktinobakterie jsou zndmy jako producenti riznych antibiotik, kterd lze pouzit
k 1é¢bé lidskych i zvifecich nemoci (Nolan and Cross, 1988 in Kennedy, 1999). Také
produkuji chemické latky, které mohou bud’ podporovat, nebo omezovat rust jinych
organismu, jako naptiklad thiamin, riboflavin, vitamin B12, rizné porfyriny a zelezo
obsahujici slou¢eniny (Santos et al., 1976 in Kennedy, 1999).

Bylo zjisténo, ze distribuce a relativni ¢etnost actinobacterii je spojena s pH pudy
a s nedostatkem vlhkosti (Lauber et al., 2009). Jejich zastoupeni (pocet) se zvySuje
s obsahem pudniho dusiku (Ramirez et al., 2010). V disledku toho by mohlo
actinobacterialni spolecenstvo odrdzet mistné specifické vlastnosti vztahujici se
k lokaln¢ se vyskytujicim rozkladnym draham (Anderson and Parkin 2007, Sagova-
Mareckova et al., 2011).

Funk¢ni diverzita zahrnuje velikost a kapacitu plidnich spolecenstev, kterd jsou
zapojena Vv kli¢ovych rolich, jako jsou cykly zivin, rozklad riznych sloucenin a dalsi

transformace (Zak et al., 1994 Kennedy, 1999).

2.4. Faktory ovliviiujici ptidni spolecenstva

Pro mikroorganismy v pud¢ jsou nezbytné ziviny a dal$i mineralni latky. Nekteré

latky jsou rozpustény ve vodé. V dobte odvodnéné piidé vzduch rychle pronika do pidy
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a koncentrace kysliku v pidnim roztoku mohou byt vysoké, podobné jako na povrchu
pudy. V podmacéenych ptudach, kde je vSak jediny pfitomny kyslik rozpustény ve vodeg,
tyto zdsoby mohou byt rychle spotiebovany mikroflorou. Pidy se pak stadvaji anoxické
a vykazuji hluboké zmény v jejich biologické aktivité (Madigan et al., 2011).

Dalsim vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje mikrobidlni aktivity, je rozsah zdroji
ptitomnych v padé. Nejvétsi mikrobidlni aktivita je ve vrstvach bohatych na organické
latky, a to zejména v rhizosféte. Pocet a aktivita mikroorganismt zavisi do zna¢né miry
na druhu a mnozstvi ptitomnych zivin. Limitujicimi Zivinami v pad¢ jsou anorganické
latky, jako tfeba fosfor, dusik. Za kli¢ové komponenty je povazovano i nékolik tfid
makromolekul (Madigan et al., 2011).

Chemické vlastnosti rostlinnych vstupti ovliviuji = struktury mikrobidlniho
spolecCenstva, protoze urcit¢ typy opadu mohou selektovat jednotlivé skupiny
mikroorganismi, které disponuji ptisluSnymi katabolickymi drahami pro jejich rozklad
(Paterson et al., 2008).

Stabilita pady mize byt fizena pfidavanim rtiznych dopliki, které maji stimulovat
bakterialni aktivitu (Jordahl and Karlen, 1993).

Mikrobidlni spoleCenstvo reaguje nejen na piidany rostlinny substrat, ale také
na chemické podminky ptdy zménou své struktury a rychlosti obratu biomasy (Kogel-
Knabner, 2002).

Bakterie jsou citlivé na ruSivé vlivy, které tam jsou zavadény diky zemédélstvi,
zneCisténi a dalsimi stresory (Elliott and Lynch, 1994). Porozuméni vlivu naruSitelt
pudni bakteridlni rozmanitosti a jejich fungovani mize vyrazné piisp€t k porozuméni
kvalité pudy a udrzitelnému rozvoji agrosystému (Thomas and Kevan, 1993).

Také pH pidy muize slouzit jako integrujici proménnd v procesech v pudé
(Lauber et al. 2009). Zmény pH v padé a obsahu zivin mohou ovlivnit rozklad
omezenim rustu nebo aktivity mikrobialnich rozklada¢t (Berg, 2000), ale také muze
ovlivnit strukturu rostlinnych spolecenstev, kterd naopak urcuje charakter organické
hmoty (Bardgett, 2005).

Bakterialni spolecenstvo a jeho funkce v ekosystému je ovlivnéno kofenovym
systémem a pudnim prosttedim, vcetné¢ minerdlnich vod a organického materialu.
Rhizosféra je objem zeminy pod pfimym vlivem kotent (Curl and Truelove, 1986
in Kennedy, 1999). V této oblasti je stimulovana ¢innost bakterii, protoze kofeny
a klic¢ici osivo poskytuji ziviny (Rouatt and Katznelsona, 1961 in Kennedy, 1999).

Rozpadajici se kotenové systémy také mohou fungovat jako zdroj Zivin pro okolni
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mikroorganismy (Swinnen et al., 1995). Organismy reagujici na zdroj téchto zivin
budou dominovat Vv rhizosféie (Christensen, 1989). Cetnost bakterii se snizuje Se
vzdalenosti od kofent (Yeates and Darrah, 1991).

Bakterie jsou metabolicky velmi riznorodé, pouzivaji mnoho riznych druhti zdroji
energie a uhliku. Tradi¢né jsou fazeny do Sirokych kategorii na zaklad¢ jejich zptusobu
ziskavani uhliku a energie. Podle zplsobu ziskavani energie to jsou fototrofové
a chemotrofové a podle zpiisobu ziskavani uhliku je délime na autotrofni, heterotrofni
a litotrofni. Bakterie také byly charakterizovany podle médii, ve kterych rostou (Walker,
1992). Nékteré pudni mikrobiologické vlastnosti, jako je enzymaticka aktivita nebo
respiracni ¢innost ¢i obsah mikrobialni biomasy se pouzivaji jako bio-indikatory kvality
a zdravi pudy v oblasti monitoringu ptidniho prostiedi (Roger and Li, 1985 in Kizilkaya
et al., 2004).

Bazédlni pidni respirace pidni mikroflory poskytuje uZitecné informace
0 fyziologickém stavu pldniho ekosystému, 1 kdyz je to otdzkou diskuze. Tato
respiracni aktivita bere v tvahu vyuZzivani energie ze strany mikroflory a vyjadiuje
uc¢innost odbouravani organického uhliku u ptdnich mikroorganismu (Wardle a Ghani,
1995).

Krajina ma vliv na distribuci a rozmanitost vybéru bakterii (Turco and Bezdicek,
1987 in Kennedy, 1999). Bakterialni spoleenstvo a jeho aktivita klesaji s hloubkou
v padnim profilu. Metabolicky aktivni a rtiznoroda spoleCenstva byla nalezena i ve

velkych hloubkach, i ptes limitaci nedostatkem uhliku (Fredrickson et al., 1991).

3. Kbvalita pidy

Aktuélni zajem o hodnoceni kvality pidy byl zplisoben zvySenim povédomi o pudé
jako soucasti zemské biosféry. Pda hraje roli nejen pii vyrobé potravin a vlakniny, ale
také v udrzovani kvality zivotniho prostiedi (Beiderbeck et al., 1987).

Kvalita pldy je definovana jako schopnost pidy fungovat v rdmci ekosystému pro
zachovani biologické hranice produktivity, zachovani kvality Zivotniho prostredi
a podpoieni zdravi rostlin a zivoéicht (Doran et al., 1994). SpoleCenstva pudnich
organismil jsou vyznamnou sloZkou kvality ptidy, mikroorganismy hraji zésadni roli
vV urodnosti pidy a primarni produkci prostfednictvim rozkladu organické hmoty

a kolobéhu zivin (Alexander, 1977 in Kizilkaya et al., 2004).
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Jednotlivé fyzikalné-chemické faktory (napt. pH, obsah organického uhliku, obsah
jilu a struktura, celkova stabilita), biologické faktory (napt. spoleCenstva, pozitivni
a negativni interakce mezi organismy) a znecistujici latky (napt. tézké kovy,
xenobiotika) mohou ovlivnit chovani mikroorganismt v padé (Visser and Parkinson,
1992). Soucasné méfeni ¢innosti mnoha enzymui v pidé mize byt vhodnéjsi pro odhad
celkové mikrobidlni aktivity a jeho reakce na Sifeni zneciSténi a zivotni prostiedi napéti,
nez je stanoveni aktivita jednoho enzymu (Nannipieri et al., 1990).

Hodnoceni kvality pady je ¢asto zaloZzeno na fyzikdln€-chemickych parametrech,
a to predevsim z udajli o zne€isténi pidy, bez ekotoxikologickych a mikrobiologickych
vySetieni (Plaza et al., 2010).

Je velmi obtizné stanovit vztah mezi rozsahem negativnich vlivii na pldni
vlastnosti a obsahem znecistujicich latek. Fyzikalné-chemické rozbory samy o sobé
neposkytuji informace o dopadu na ekosystém, ale jsou velmi uzitecné pro odhad

nebezpeci predstavovaného znecist'ujicimi latkami (Plaza et al., 2010).

3.1. Kontaminace

Anorganické a organické polutanty maji vyznamny dopad na mikrobidlni struktury
spolecenstva a funkéni rozmanitost (Liao and Xie, 2007).

Studie provadéné na tiech kontaminovanych lokalitach v Polsku, kde byla
prokazana ptitomnost vysokého poctu zivotaschopnych heterotrofnich mikroorganismd,
svéd¢ily o ptizptisobeni mikroorganismu kontaminujicim latkam (Plaza et al., 2010).

Ionty kovli se piirozené vyskytuji v horninach, ptd¢, vodé i atmosféie, nicméné
nekteré z téchto kovil jsou toxické, nejen rtut, olovo, arsen a kadmium, ale naptiklad

i selen (Madigan et al., 2011).

3.1.1. Kontaminace téZkymi kovy

Kontaminace pidy tézkymi kovy je casto vysledkem antropogenni ¢innosti.
Na rozdil od organickych znecist'ujicich latek, t¢Zké kovy nemohou byt degradovany
a mohou tak predstavovat pfetrvavajici nebezpeci pro zivotni prostfedi. Z dlouhodobého
pusobeni tézkych kovii na plidni mikroorganismy plynou nepfiznivé ucinky

na mikrobialni ¢innost a hojnost a zmény mikrobialnich spolecenstev (Tsezos, 2009).
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V poslednich desetiletich mé lidskd Cinnost vliv na stile se zvySujici mnozstvi
tézkych kovlii v ob¢hu v zivotnim prostfedi (Ma and Rao, 1997). Kontaminace pud
tézkymi kovy je nejvétSim problémem vzhledem k jejich toxicité. Na pudach
kontaminovanych tézkymi kovy, kde zdrojem kontaminace byly produkty lidské
¢innosti, jako jsou primyslové odpady, automobilové emise, hornickd cinnost ¢i
zem&délské postupy (napf. Cistirenské kaly, hnojiva a pesticidy), bylo provedeno mnoho
studii (Dudka and Adriano, 1997).

Cetné laboratorni studie prokéazaly wginky téZkych kovii na mikrobiologické
vlastnosti pudnich ekosystémi. Pidni mikrobialni aktivita a jeji produkty, jako
napiiklad enzymy, ukazuji zna¢né rozdily zptisobené jejich citlivosti k toxicité tézkych
kovi (Giller et al., 1998, Baath 1989). S rostoucim obsahem tézkych kovi klesa bazalni
pudni respirace (Kizilkaya et al., 2004).

4. Analyza mikrobialniho spolefenstva

Hlavnimi technikami pouZivanymi pro analyzu mikrobidlnich spolecenstev jsou
polymerazova fetézova reakce (PCR), analyza DNA fragmenti pomoci gelové
elektroforézy (DGGE, T-RFLP, Arisa) nebo molekularni klonovani a sekvenovani
DNA. Pii PCR reakci mizeme z jedné kopie genu vyrobit az nékolik milioni kopii
(Madigan et al., 2011).

Rychld analyza rozmanitosti v komplexnich mikrobialnich spoleCenstev zlistava
nepolapitelnym, ale zaroven dilezity cilem v mikrobialni ekologii (Dunbar et al.,
2000). Nedostatky metod, které zaviseji na kultivaci, jsou dobfe znamy. Piima
amplifikace bakterialnich gent kodujicich 16S rRNA z izolované ptidni DNA poskytuje
nejkomplexné¢js$i a flexibilni zplsob vzorkovani bakteridlnitho spolecenstva, ale
navazujici metody, které jsou G€inné v analyze spoleCenstvi, jsou stdle velmi omezeny

V poétu a rozsahu (Dunbar et al., 2001).

4.1. Extrakce environmentalni DNA

V typickych experimentech analyzy spoleCenstev je izolovana celkovda DNA
Z mikrobialniho spolecenstva. Komer¢né jsou k dispozici soupravy, jejichz vytézkem je

vysoce Cista DNA z pudy a dalsich komplexnich vzorkt (Madigan et al., 2011).
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Extrakce DNA je zasadnim krokem pii pfipravé vzorkd. Bylo prokazano, ze
nedostacujici extrakéni postup mize zménit vytézek environmentalni DNA a vést tak
K nereprezentativnim T-RFLP profilaim (Kopecky et al., 2009).

Na cistotu a celkové vytézky izolované DNA ma vliv pouzita metoda extrakce
a také typ pudy, ze které je DNA izolovana, zejména obsah jilu, ktery vytézek snizuje.
S tim souvisi i pH pidy, pfedev§im nizké pH ma vliv na vytéznost metod. Dale mohou
mit vliv na vytézZky DNA rtzné vlastnosti pidy nebo napiiklad vegetacni pokryv i
obsah vody (Sagova-Mareckova et al., 2008). Dalsi tpravy a piecisténi (purifikace)
zleps$uji kvalitu izolované DNA (Sagova-Mareckova et al., 2008).

DNA purifikace je kritickym krokem pfi izolaci ptidni DNA, po vyfeseni problému
s lyzi (Roose-Amsaleg, Garnier-Sillam and Harry, 2001).

Dalsi tihel pohledu, jak vysvétlit rizné vytézky DNA, mize byt spojen s citlivosti
jednotlivych metod pti posuzovani mikrobialnich spolecenstev. Rizné metody mohou
postihovat rtzné casti bakterialnich spoleenstev, DNA z riznych taxond muze byt
uvoliiovana v rizné mife a tudiz vytézek a reprezentativnost vzorku mohou byt
ovlivnény specifitou metody (Kauffmann, Schmitt and Schmid, 2004).

Rozdily ve vytézcich DNA lIze vysvétlit 1 pritomnosti jinych organismti nez bakterii
a opét ruznou citlivosti ptislusnych metod pfi izolaci DNA (Sagova-Mareckova et al.,
2008). Pokles vytézkt DNA muiiZze byt zptisoben vazbami DNA na &astice. Castecky
jilu, ale také humusu, jsou zadporné nabité a vazi a vyménuji nejen kationty, ale 1 fadu

dalsich latek (Buscot, 2005).

4.2. Terminalni polymorfismus délky restrikénich fragmenti

Terminalni polymorfismus délky restrikénich fragmentl, zkracené T-RFLP, je
popisovan jako cenénd metoda pro porovnavani komplexnich spolecenstev, kdyz je
poZzadovana vysoka vykonnost a citlivost bez nutnosti pfimé informaci o sekvenci
(Nocker, Burr and Camper, 2007).

Je to metoda zalozend na zméné v pozici restrikénich mist mezi sekvencemi
v disledku mutaci astanoveni délky fluorescencné oznacenych termindlnich
restrikénich ~ fragmenti  (TRFs) s vysokym rozliSenim gelové elektroforézy
na automatizovanych DNA sekvenatorech (Avanissaghajani et al., 1994, Liu et al.,
1997).
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T-RFLP nabizi moznost porovnat ziskané udaje s daty ulozenymi v sekvenacnich
databazich, nebo s tdaji z jinych studii (Kopecky et al., 2009).

Analyza jednotlivych 16S rRNA genovych kloni v mnoha knihovnéach je drahy
a neefektivni pfistup pii studiu bakterialnich spoleCenstev. TakZze metody, jako je
tepelnd nebo denaturatni gradientova gelova elektroforéza (TGGE, DGGE),
heteroduplexni analyza nebo T-RFLP analyza jsou pouzivany v hodnoceni rozmanitosti
16S rRNA, protoze jsou mnohem rychlejsi, a tudiz ptistupnéj$i pro experimenty
v polnim méfitku, ve kterych je replikace dilezita (Dunbar et al., 2000).

Profil spolecenstva vychazi ze selektovaného genu bud’ kodujiciho 16S (18S) rRNA
pro taxonomické profilovani nebo z genu kodujiciho protein, aby sledoval specifickou
funkci dosazenou spoleCenstvim, napi. asimilaci dusiku, humifikaci a mineralizaci,
nebo produkci sekundarnich metabolitti a rezistenci (Cermak et al., 2008).

Vysledky této metody jsou ovlivnény pocatecni PCR amplifikaci, ktera méni
puvodni zastoupeni forem vybraného genového markeru a miize vést ke ztraté¢ genovych
typi o nizké frekvenci vyskytu. Nicméné totéz plati pro vetSinu metod s vyjimkou
metagenomickych knihoven a metody Geochip (He et al., 2007), protoze pouze tyto
metody pouzivaji piimo vzorek celkové enviromentalni DNA bez amplifikace, a tedy
V realném pomeru. Presto jejich provedeni je velmi ¢asové naroné a nakladné, a také
jejich detek¢éni limity jsou podstatné vyssi. TRF profily neposkytuji spolehlivé
informace popisujici relativni  Cetnost a rovnomérnost zastoupeni genotypil
(Dunbar et al., 2000).

Meéieni délky TRF v sekvenatoru poskytuje kontinudlni data, zatimco délka
sekvence DNA je diskrétni proménnou, takze transformace vede k chybam
v identifikaci nékterych délek fragmentd (Marsh, 1999). Vzhledem k nahodnému
charakteru vyskytu restrikéniho mista v sekvenci data nenasleduji v zadné hierarchii,
tj. velikost TRF piedstavuje jeden izolovany prvek apodobnost velikosti TRF
nenaznacuje jakykoliv stupenn sekvencni homologie. Nicmén¢, T-RFLP analyza ma také
fadu vyhod Vv porovnani s jinymi postupy analyzy DNA (Marsh, 1999).

Metoda TRF by méla byt pfedev§im pro rychlou analyzu opakovanych vzorki

u studii v polnim méfitku (Dunbar et al., 2000).
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5. Material

5.1. Pomicky

umélohmotné trubky - 4 centimetry

sito — otvory asi 2 mm

5.2. Chemikalie

Tab. 5.1. - Piehled pouzitych chemikalii

nazev chemikalie

vyrobce/dodavatel zkratka

fenol
chloroform
isoamylalkohol
chlorid sodny

hexadecyl-trimethyl-ammonium bromid

octan sodny

isopropylalkohol

etanol

chlorid vépenaty

Hepes

Agarosa for routine use

SYBR Safe DNA gel stain
PCR vkladaci pufr Yellow load
GeneRuler 1 kB plus DNA ladder
dimethyl sulfoxid

Purified BSA 100x (10mg/ml)
10x DreamTaq Buffer

dATP

dTTP

dCTP

dGTP

DreamTagq DNA Polymerase
primer FAM16Seu27f

primer 16sact1114r

Tris (hydroxymetyl) aminometan
restrikéni endonukleasa Alul
NEBuffer2

hydroxid sodny

glukosa
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MP Biomedicals
Lach:ner
PENTA

Sigma

Sigma

Sigma

PENTA
PENTA

Sigma

Sigma

Sigma
Invitrogen
Top-Bio
Fermentas
Top-Bio
BioLabs
Fermentas
Promega
Promega
Promega
Promega
Fermentas
Eurogemtec
Sigma

SERVA Tris
BioLabs
BioLabs
Sigma
Sigma

DMSO
BSA

NaOH



celobiosa Sigma

slama

celulosa Sigma
hexahydrat dusi$nanu kademnatého Sigma
5.3. Pufry

Tab. 5.2. - Slozeni pouzitych pufit

nazev pufru sloZeni (vyrobce) pH
Miillertv 50mM NaH;PO4 8
extrakéni pufr  50mM NaCl
500mM Tris-HCI 8
Tris-acetat- 40 mM Tris/Tris-CH3;COOH 8
EDTA pufr (Sigma)
(TAE) 1mM EDTA (Sigma)

5.4. Pristroje

Meérici hlavice - System OxiTop® Control

béZné laboratorni vahy

Homogenizator — Bead Beater (BioSpec Products, Bartlesville, OK)

Centifuga 5418 (Eppendorf)

Centrifiga 5415R (Eppendorf)

Speed Vac — centri vap

Termocykler — C1000 Thermal Cycler (BIORAD)

UV lampa a fotoaparat — Syngene InGenius (PC software dodany taktéz firmou

Syngene)

5.5, Komerc¢ni soupravy

Precisténi izolované DNA - GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals, Solon, USA)
Precisténi PCR produkti - QIAquick® PCR purification kit (QUIAGEN, Hilden,

Germany)
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Odsoleni smési fragmentit DNA po Stépeni - SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up
Columns (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

5.6. Oligonukleotidy

primer Sekvence (5'—3") vyrobce
FAM16Seu27f AGAGTTTGATCMTGGCKCAG Eurogemtec
16sact1114r GAGTTGACCCCGGCRGT Sigma
6. Metody

6.1. Odbér a zpracovani vzorku

Lokalita, kde byly odebirany vzorky, se nachazi v tésné blizkosti mésta Pribram.
V zévislosti na vzdalenosti mista odbéru od pozemku spole¢nosti Kovohuté Piibram
byly vybrany 2 lokality s riznym stupném zamoieni. Lokalita ¢. 1 (L1) se nachazi na
louce tésn¢ vedle pozemki spolecnosti v obci Nové Podlesi a tudiz je zde podil tézkych
kovi vétsi nez v lokalité ¢. 4 (L4), ktera lezi na louce nedaleko obce Obecnice. Piesné
soufadnice vSech odbérovych lokalit jsou uvedeny v tab. 6.1., mapa odbérovych mist je

znazornéna na obrazku 6.1.

Tab. 6.1. — Soufadnice odbérovych mist

lokalita soufadnice

Loukal N49 42.327 E13 58.516
Louka2 N49 42.361 E13 58.430
Louka3 N49 42.403 E13 58.280
Louka4 N49 42.243 E13 56.371
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Obr. 6.1. — Mapa odbérovych mist
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Odbér byl proveden ve vybranych lokalitdch ¢. 1 a ¢. 4 pomoci umélohmotnych
trubek, které byly zarazeny zhruba 20 centimetrii do zemé a nasledné vytaZzeny. Byl tak
odebran vzorek organického horizontu bez svrchni vrstvy odpadu.

Pudni profil byl v laboratofi vyjmut ztrubek. Byla odstranéna horni vrstva
s kofinky a jinymi zbytky rostlin. Pida byla pfesata ptes sito, aby byly odstranény

kaminky a jiné vétsi ¢astice pritomné v pudé.
6.2. Meéreni respirace

Pida byla odvazena do sklenénych 250 ml lahvi, do kazdé lahve zhruba 50 g pudy.
Do odvazenych vzorki byly piidany rizné substraty, piipadné rizné koncentrace
kadmia, pro kazdou sérii vzorka byly pouzity jiné substraty (piehled substrata je vzdy
uveden u kazdého konkrétného méteni). Poté byly na lahve nasazeny méfici hlavice
OxiTop®-C. M¢fteni probihalo v termostatu pii teploté¢ 12 °C po dobu 14 dnd. Po
uplynuti 14 dnd byly odecteny vysledky a néasledné zpracovany v tabulkovém editoru
Microsoft Office Excel.

Celkem byla provedena tii rizna méfeni respirace. V kazdém be&hu reakce byly
pouzity jiné ptidané substrity a zaroven stejny substrdt byl pouzit v n€kolika

opakovanich, aby byly eliminovany chyby vzniklé pti zpracovani vzork.
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6.3. Izolace chromozomalni DNA

Do 1,5 ml zkumavek bylo navazeno 0,25 g sklenénych kuli¢ek o priméru 0,1 mm
a 0,25 g o praméru 0,5 mm. Zkumavky byly vysterilizovany v autoklavu p¥i 121 °C po
dobu 20 minut. Do zkumavek s kulickami bylo ptidano 0,5 g vzorka pidy. Nésledné
bylo do smési ve zkumavkéach pridano 600ul Miillerova extrakéniho pufru a 300 ul
smési  Fenol/Chloroform/Isoamylalkohol v poméru  25:24:1.  Vzorky  byly
homogenizovany 90 sekund pti 2500 rpm. Poté byly vzorky centrifugovany 2 minuty
pfi 12000 rpm. Do &istych zkumavek byl odebran supernatant. Do piivodnich zkumavek
bylo ptidano 300 ul Miillerova extrakéniho pufru a vzorky byly opét homogenizovany,
ale tentokrat pouze 30 sekund pii 2500 rpm. Nasledn¢ byl obsah zkumavek stocen
Vv centrifuze po dobu 2 minut pfi 12000 rpm a oddéleny supernatant byl ptidan k jiz
ziskanému supernatantu.

K supernatantu byl pfidan jedenkrat takovy objem, jako byl objem vzorku
ve zkumavce, smési fenol/chloroform (1:1). Zkumavky byly dikladné¢ promichany
a centrifugovany 5 minut pii 6000 rpm. Byl odebran supernatant, ke kterému byl ptidan
jedenkrat takovy objem chloroformu. Opét byly vzorky peclivé promichany
a centrifugovany 5 minut pti 6000 rpm. Znovu byl odebran supernatant, ktery byl zahtat
na teplotu 65 °C. Nasledn¢ byl ptidan 5M NaCl do vysledné koncentrace 1,5 M
a 10% CTAB do vysledné koncentrace 1%. Smés byla inkubovana 30 minut pii 65 °C
a nasledné ochlazena na ledu zhruba na 20 °C. V dal$im kroku byl pfidan jedenkrat
takovy objem chloroformu, vzorky byly promichdny a centrifugovany 15 minut pii
4500 rpm a byla odebrana vodna faze. Poté k ni byla ptidana 1/10 objemu 3M octanu
sodného (pH=5) a 0,6 objemu isopropylalkoholu, vzorky byly promichany a ponechany
30 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly stoCeny v centrifuze vychlazené
na 4 °C 20 minut pfi 10000 rpm. Byl slit supernatant, ve zkumavce zbyla pouze peleta
DNA, kter4 byla ptevrstvena 50 pl vychlazeného 80% ethanolu, aby se promyla. Znovu
byly vzorky centrifugovany pti 4 °C po dobu 5 minut a pti 10000 rpm. Byl slit etanol,
peleta byla vysusena pii 40 °C ve Speed Vacu (vakuovy vysousec) a rozpusténa v 50 pl
destilované vody. Vzorky byly inkubovany 60 minut v teploté 65 °C. Byl pfidan
jedenkrat takovy objem roztoku IM CaCl, v IM Hepes a vzorky byly inkubovany

30 minut pfi laboratorni teploté.
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Po inkubaci byla izolovana DNA pie¢isténa pomoci GENECLEAN Turbo kit

a uchovana pfi teploté -20 °C.

6.4. Elektroforéza

Elektroforéza byla pouzita nékolikrat béhem celé praktické c¢asti. Nejprve
ke zjisténi, zda byla viibec chromozomalni DNA izolovana a k odhadu mnozstvi DNA
pro PCR reakci, dale po PCR reakci ke zjisténi spravného prabehu reakce a také po
purifikaci k odhadu mnozstvi pro $tépeni restrik¢éni endonukleazou.

Vzdy byl ptipraven 1% agarovy gel — agar6za byla v mikrovinné troubé roztavena
v TAE pufru. Do gelu bylo ptidano barvivo SYBER Green (v DMSO v poméru 1:9).
Gel byl nalit do vanicky a ponechan asi 30 minut, dokud neztuhl. Poté byl vlozen do
elektroforézové aparatury s TAE pufrem. Do jamek byly naneseny vzorky DNA
smichané s PCR vkladacim Yellow load pufrem (1 pul DNA + 0,7 ul pufru). Jako
marker byl pouzit GeneRuler 1 kB plus DNA ladder. Aparatura byla pfipojena ke zdroji
tak, aby byl gel orientovan od zaporné elektrody ke kladné — 95V a 95 mA.
Elektroforéza probihala, dokud oranzova barva pufru nedoputovala téméi na konec

gelu. Nasledné byl gel prohlédnut pod UV zéaienim a byly potfizeny snimky.

6.5. Polymerazova retézova reakce PCR

Pro vSechny vzorky najednou byla pfipravena smés pro reakci PCR. Z pfipravené
smési (tab. 6.2.) bylo do mikrozkumavek odebrano 49 ul a tésné pied spusténim reakce
byla pfidana izolovana DNA. Mnozstvi DNA bylo odhadnuto z elektroforézového gelu
tak, aby bylo pfiblizné¢ 100 ng v kazdé reakci. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do
termocycleru — program T-RFLP (tab. 6.3.)
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Tab. 6.2. - Reakéni smés pro PCR reakci

chemikalie objem fedéni
dHO (sterilni) 31,5 ul

DreamTaq buffer S5ul

BSA 3 ul

DMSO 2,5 ul

dNTP 2 ul 10x fedéni ve vode
Primer F: FAM16Seu27f 2 ul 10x fedéni ve vodé
Primer R: 16Sact1114r 2 ul 10x fedéni ve vodé
DreamTaq polymerasa 1 ul

Tab. 6.3. - Protokol termocycleru pro program TRFLP

teplota cas pocet opakovani
94°C  5minut 1x
94°C 1 minuta

57°C 50 sekund

35x
15
72°C  minuty
72°C 5 minut 1x

6.6. Precisténi PCR produkti

Precisténi bylo provedeno podle protokolu komeréni soupravy QIAquick PCR
Purification Kit — PCR Purification Spin protokol.

K produktu PCR byl pfidan 5% takovy objem PB pufru s pH indikatorem. Indikator
je v pufru obsazen pro kontrolu pH, které by mélo byt neutralni. Obsah zkumavek byl
promichdn a jejich obsah pfenesen na specidlni kolonky. Poté byly vzorky
centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 rpm. Byl vylit obsah sbérnych zkumavek a do
kolonek bylo pfidano 750 ul PE pufru. Vzorky byly stoCeny v centrifuze po dobu
1 minuty pfi 14 000 rpm. Byl vylit obsah sbérnych zkumavek a jeSté jednou byly
vzorky stoCeny za stejnych podminek, aby se odstranil veskery zbyly pufr. Poté byly
kolonky pfendany do ¢istych zkumavek a na filtr kolonky bylo naneseno 50 pl Tris/HCl
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pH 8. Vzorky byly ponechdny zhruba 5 minut pii laboratorni teploté a nasledné
centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 rpm. Pfecisténé vzorky pak byly ulozeny pii teploté
- 20 °C.

6.7. Stépeni restrikéni endonukleasou

Po piecisténi vzorki, byla provedena elektroforéza, podle intenzity vzorku v gelu
bylo odhadnuto mnozZstvi DNA v 1 ul vzorku. Pro §té€peni restrikéni endonukleasou pak
bylo pouzito takové mnoZstvi vzorku, rovnajici se ptiblizn¢ 200 ng DNA. Toto
mnozstvi DNA bylo odpipetovano do Cisté mikrozkumavky, byly pfidany 2 pl pufru
NEBuffer2, pak bylo pfidano 0,5 ul restrikéniho enzymu Alul, ktery byl nafedény
v 1,5 ul NEBuffer2 pufru. Vzorek byl doplnén destilovanou sterilni vodou do 50 pl.
Vzorky byly inkubovany 120 minut pii 37 °C. Poté bylo ptidano dalich 0,5 ul
restrikéniho enzymu Alul, opét nafedéného v 1,5 ul NEBuffer2 pufru. Vzorky byly
znovu inkubovany pii 37 °C dalsich 120 minut. Reakce byla zastavena zvyS$enim teploty
na 65°C po dobu 20 minut. Nasledné byly vSechny vzorky odsoleny na kolonkach

komer¢ni sady SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up Columns.

6.8. Fragmentac¢ni analyza

Fragmentac¢ni analyza byla provedena firmou Genomac International, s.r.0. (Praha,
CR) na kapilarnim sekvenatoru (Applied Biosystems, Foster City, CA). Data byla
zpracovana v tabulkovém editoru MS Excel a vyexportovana jako matice délek
frangmet ve formatu CSV. Vypocet matice vzdalenosti a findlni zobrazeni

Sammonovou projekci byly provedeny v prostiedi R s vyuZitim knthovny MASS.
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7. Vysledky

7.1.

Méreni respirace

7.1.1. Méreni 1

V prvnim méfeni byly jako pfidatné substraty pouzity jednoduché 1 sloZité

sacharidy a slama. Méfeni byla aplikovana na vzorky pudy z obou odbérovych lokalit.

Piehled substratii je uveden v tab. 7.1., vysledky respirace pak v grafu 7.1.

Tab. 7.1. — Piehled substrati v jednotlivych vzorcich

lokalita  cislo vzorku substrat mnozstvi substratu  ptidavek vody
loukal 1,2,3,4,5,6 bez substratu 1ml
loukal 7,8,9,10,11,12 glukosa 0,3 gv 1mlvody

loukal 13,14,15,16,17,18 celobiosa 39 1ml
loukal 19,20,21,22,23,24 celulosa 0,3¢ 1ml
loukal 25,26,27,28,29,30 slama 0,3¢g 1mi
louka4 31,32,33,34,35,36 bez substratu 1mi
louka4 37,38,39,40,41,42 glukosa 0,3 gv 1 mlvody

louka4 43,44,45,46,47,48 celobiosa 30 1ml
louka4 49,50,51,52,53,54 celulosa 0,3¢ 1ml
louka4 55,56,57,58,59,60 slama 0,39 1mi

30



Graf 7.1. — Vysledky méfeni respirace s cukry
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7.1.2. Méreni?2

P#i druhém béhu méfeni bylo do vzorkt dodavano kadmium. Jako zdroj kadmia byl
pouzit tetrahydrat dusicnanu kademnatého, do vzorkli byl pfidan ve vzristajici
koncentraci, mnozstvi kadmia je uvedeno vtab. 7.2. Vysledky jsou pak uvedeny
v grafech 7.2. a 7.3.

Tab. 7.2. — Mnozstvi kadmia ve vzorcich

lokalita ¢islo vzorku piidany kov mnozstvi
loukal 1,2,3,4,5,6 bez piidavku

loukal 7,8,9,10,11,12 kadmium 1 mg/kg
loukal 13,14,15,16,17,18 kadmium 10 mg/kg
loukal 19,20,21,22,23,24 kadmium 100 mg/kg
loukal 25,26,27,28,29,30 kadmium 1000 mg/kg
louka 4 31,32,33,34,35,36 bez ptidavku

louka 4 37,38,39,40,41,42 kadmium 1 mg/kg
louka 4 43,44,45,46,47,48 kadmium 10 mg/kg
louka4 49,50,51,52,53,54 kadmium 100 mg/kg
louka 4 55,56,57,58,59,60 kadmium 1000 mg/kg
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Graf 7.2. — Méfeni respirace s kadmiem — louka 1
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Graf 7.3. — Méfeni respirace s kadmiem — louka 4
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7.1.3. Méreni 3

Pti tfetim méfeni byly pouzity pouze vzorky pudy z louky €. 1. Tentokrat byly jako

substraty pouzity sacharidy a slama v kombinaci se zdrojem kadmia. Pfehled substratt

Vv jednotlivych vzorcich je uveden v tab. 7.3. Vysledky jsou zpracovany do grafu 7.4.

Tab. 7.3. — Piehled ptidavkt do vzorku

lokalita ¢islo vzorku substrat pfidany kov ~ mnozstvi kadmia
loukal 1,2,3,45 bez substratu bez ptidavku

loukal 6,7,8,9,10 bez substratu kadmium 10 mg/kg
louka1l 11,12,13,14,15  bez substratu kadmium 100 mg/kg
loukal 16,17,18,19,20  bez substratu kadmium 1000 mg/kg
loukal 21,22,23,24,25  celobiosa bez piidavku

louka 1 26,27,28,29,30  celobiosa kadmium 10 mg/kg
louka 1 31,32,33,34,35  celobiosa kadmium 100 mg/kg
louka 1 36,37,38,39,40  celobiosa kadmium 1000 mg/kg
louka 1l 41,42,43,44,45 slama bez piidavku

loukal 46,47,48,49,50  slama kadmium 10 mg/kg
loukal 51,52,53,54,55  slama kadmium 100 mg/kg
loukal 56,57,58,59,60  slama kadmium 1000 mg/kg
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Graf 7.4. — Vysledky méfeni respirace 3
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7.2. Fragmentacni analyza

Z respira¢niho pokusu 1, kde byl sledovan vliv ptidavku glukosy, celobiosy,
celulosy a slamy, byly odebrany vzorky a pozity pro analyzu T-RFLP zmén
spolecenstva aktinobakterii. U ziskanych T-RFLP profild byly vypocteny matice
vzdalenosti a zobrazeny Sammonovou projekci. Vysledky analyzy jsou zndzornény

Vv nasledujicim diagramu (obr. 7.1.)
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Obr. 7.1. — Vysledky fragmentacni analyzy
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8. Diskuze

Z nametenych hodnot respirace v méieni 1 a 2 vyplyva, zZe bakterialni spolecenstvo,
zijici v pudé s vy$sim obsahem tézkym kovi, vykazuje vyS$si respiracni aktivitu in vitro.
Z grafu 7.1. je jasné vidét, Ze substraty glukosa a celobiosa vyznamné zvySuji respiraci
Vv pud¢, protoze jsou nejsndze vyuzitelné. Naopak celulosa neméla méfitelny vliv
na respiraci a sldma absolutni hodnotu zvysila mirn¢, ale zvysila rozdil mezi obéma
lokalitami. Nejvice rozdil aktivity mezi obéma lokalitami zvyraznil piidavek celobiosy.
Vyssi respiracni aktivita pudy s vyssi urovni kontaminace byla popsdna po aplikaci
Cistirenského kalu (Fliefbach et al., 1994) nebo v pokusu s piidavky jednoduchého
a komplexniho substratu (Chander a Brookes, 1991). Podle jinych studii se vliv
kontaminace na respiracni aktivitu pidniho spoleCenstva muze odliSovat v zavislosti
na dalsich faktorech, napt. typu piady (Khan a Scullion, 2000).

Pfi druhém pokusu bylo do vzorkd piidavano v rizné koncentraci kadmium. Ve
vice zamofené oblasti byl se zvySujici se koncentraci kadmia pozorovan mirny narist
respirace az do hodnoty 10 mg.kg™, pak nasledoval pokles hodnoty, a pti koncentraci
kadmia 1000 mg.kg™ respirace dosahovala 65 % kontrolniho vzorku bez ptidavku.

U pidy z méné kontaminované oblasti hodnota respirace mirn¢ stoupala, pifekvapivé az
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do koncentrace kadmia 100 mg.kg™ , pokles byl pozorovan az pii koncentraci
1000 mg.kg™ , avsak stale byla o necelych 15 % vyssi nez hodnota kontroly.

V poslednim pokusu, kdy byly do vzorkl pfidavany soucasné substraty a kov,
respirace oproti kontrole nejvice stoupala s ptidavkem celobiosy a se zvySujici se
koncentraci kovu. Nartust hodnot respirace byl patrny i u pfidavku slamy s kovem.
Hodnoty respirace u vzorki s kadmiem do koncentrace 100 mg.kg™ byly vyrovnané,
mirny pokles nastal u koncentrace 1000 mg.kg™. Stejny prib&h byl zaznamenan
i U vzorkil se slamou, hodnoty respirace vzrostly zhruba dvojnasobné, u koncentrace
100 mg.kg™ priblizng trojnasobné a u koncentrace 1000 mg.kg™ respiraéni aktivita
klesla na 125 % kontroly bez ptidavku kovu. Zajimavé vysledky byly ziskany
pridavkem kadmia a celobiosy, pii koncentraci 100 mg.kg™ byla respiraéni aktivita
dvojnasobna oproti vzorku bez kadmia a i pti koncentraci 1000 mg.kg™ byl zaznamenan
narlst aktivity aZ na 220 % kontrolniho vzorku. Vysledek je pomérné ptekvapivy,
protoZe v predchozich méfenich p¥i koncentraci 1000 mg.kg™ respiraéni aktivita klesala,
takze muzeme fict, Ze vtomto piipadé¢ vysoka koncentrace jeSté¢ vice aktivovala
respiraci spoleCenstva.

Fragmenta¢ni analyza ukazala, ze se pudy obou lokalit Ili§i strukturou
aktinobakterialniho spolecenstva. U lokality 1 se nejvice oproti kontrole liSila
spolecenstva po piidavku glukosy a celulosy. Naopak u lokality 4 se nejvice liSily
vzorky po pfidani glukosy, celobiosy a slamy. Zadny z ptidavk nenarusil primarni

oddéleni profilt spolecenstev obou lokalit.

9. Zavéry

Piida s vyssi irovni kontaminace t€zkymi kovy vykazovala vyssi respiraéni aktivitu
in vitro ve srovnani s mén¢ kontaminovanou pudou.

Me¢ftenim respirace s pridavky substratu bylo zjiSténo, Ze vSechny piidané substraty
zvySovaly hodnoty respirace, avSak nejvétsi ndrast byl zaznamenan u jednodussich
substrati — glukosy a celobiosy.

Ptii pfidavani kadmia do piidnich vzorkl byl také zaznamenan nariist respirace,
piekvapivé vyraznéjsi u pidy z méné kontaminované lokality.

Po pfidavani substrati spole¢né s kovem se respirace zvySovala s rostouci

koncentraci kovu. Nartst hodnot byl patrnéjsi pfi pouziti jednodusSiho substratu —
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celobiosy nez u slozitéjsitho — slamy. Ptidavek celobiosy zpUsobil, Ze pokles
respirace nebyl pozorovan ani pii nejvyssi koncentraci kadmia, naopak i zvySeni
koncentrace kadmia na 1000 mg.kg™ respiraci dale zvysovalo.

Fragmentacni analyza jasn¢ prokazala odlisnost spolecenstev aktinobakterii dvou

ruzn¢ kontaminovanych lokalit.
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