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Abstrakt 

 

Tato práce se zabývá mikrobiálními společenstvy, žijícími v půdě dlouhodobě 

vystavené působení těžkých kovů. Ve dvou lokalitách na Příbramsku s odlišným 

stupněm kontaminace byly provedeny odběry půdy. U vzorků byla změřena respirace 

in vitro po přídavku zdrojů uhlíku a za různé míry zátěže kadmiem, jedním z kovů, 

jimiž je lokalita kontaminována. Z půdy po inkubaci se zdroji uhlíku a z kontroly bez 

přídavku byly odebrány vzorky a z nich izolována enviromentální DNA. Ze vzorků 

enviromentální DNA byl amplifikován gen kódující 16S rRNA u aktinobakterií, získaný 

směsný amplikon byl analyzován stanovením polymorfismu délky terminálního 

restrikčního fragmentu. Získané profily byly použity ke srovnání aktinobakteriálních 

společenstev v obou skupinách vzorků půd a v jednotlivých ošetřeních. Analýza ukázala 

jasné odlišení dvou různě kontaminovaných lokalit a různě výrazné posuny ve složení 

společenstev po přidání substrátu. 

 

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 Příbram. 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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Seznam zkratek 

 

 

BSA   hovězí sérový albumin 

DMSO   dimethyl sulfoxid 

DNA    deoxyribonukleová kyselina 

dNTP   deoxyribonukleotid trifosfát 

PCR   polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 

rRNA   ribozomální ribonukleová kyselina 

T-RFLP   terminal restriction fragment lenght polymorphism 

TAE    Tris-acetát-EDTA pufr 

TRF   terminal restriction fragment 
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1. Úvod 

 

Kontaminace půd je poměrně závažný a často opomíjený problém. Oblasti 

zamořené nejen těžkými kovy bychom našli na celém světě. Těžké kovy se do půdy 

dostávají především působením lidské činnosti zejména z průmyslu, ale i hornickou či 

zemědělskou činností. 

Výskyt některých kovů v určité míře je ovšem přirozený, avšak v určitých vyšších 

koncentracích už mají nemalý dopad na strukturu společenstva v půdě. Problém 

kontaminace těžkými kovy je, že nemohou být degradovány jako třeba organické 

znečišťující látky a představuje tak trvalé nebezpečí pro životní prostředí (Tsezos, 

2009). 

Cílem této práce je analýza mikrobiálního společenstva v půdě dlouhodobě 

vystaveného působení těžkých kovů. Měřením respirace in vitro bych ráda zjistila, 

zda se od sebe liší společenstva různě kontaminovaných půd a zda se bude lišit jejich 

respirační aktivita i po přidání různých zdrojů uhlíku a po přidání jednoho 

z kontaminujících kovů. 

Na výsledky této práce bych ráda navázala ve své diplomové práci. 

 

2. Půdní společenstvo 

 

Bakteriální diverzita poskytuje informace o životních procesech a evolučních 

vztazích (Kennedy, 1999). Bakterie jsou zodpovědné za mnoho biochemických procesů, 

nezbytných pro udržení života (Price, 1988). Bakteriální rozmanitost je přitom větší než 

rozmanitost jakékoli jiné skupiny organismů (Kennedy, 1999). 

Bakterie jsou zodpovědné za různé metabolické funkce, které mají vliv na půdu 

a rostliny. Koloběh živin, vznik a rozklad organické hmoty, formování struktury půdy 

a podpora růstu rostlin patří mezi užitečné funkce, které bakterie vykonávají. Mezi 

škodlivé účinky naopak patří např. šíření chorob rostlin. Činnost bakterií je důležitá pro 

zdraví půdy i rostlin (Kennedy, 1999). 

Bakteriální společenstva zahrnují komplexní interakce mezi různými organismy. 

Společenstva a jejich procesy by měla být zkoumána nejen ve vztahu k jednotlivcům, 

kteří společenstvo tvoří, ale také s ohledem na účinek náhodných vlivů okolního 

prostředí na tato společenstva (Kennedy, 1999). 
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Bakterie hrají důležitou roli při tvorbě půdní struktury (Lynch and Bragg, 1985 

in Kennedy, 1999). Rozkládají komplexní sloučeniny v organických zbytcích na 

jednodušší sloučeniny. Tento rozklad složitějších látek poskytuje substráty pro jiné 

mikroby. Organická hmota zlepšuje fyzikální vlastnosti půdy, stabilizuje obsah vody 

v půdě a dostupnost živin. Působí také jako pojivo půdních částic. Obsah organické 

hmoty může být udržován přítomností rostlinných zbytků, střídáním plodin 

a používáním živočišného a zeleného hnojení (Kennedy, 1999). 

Bakteriální diverzita má rozhodující vliv na fungování ekosystémů, vzhledem 

k rozmanitosti procesů, za něž jsou bakterie odpovědné, jako například rozklad 

a koloběh živin, půdní agregace a patogenita. Pro lepší pochopení potřebné úrovně 

bakteriální diverzity je nutné zvýšit znalost biotické a funkční diverzity společenstev 

(Kennedy, 1999). 

 

Obr. 1 - Znázornění vztahu půdních bakterií a hub k anorganickým a organickým 

půdním částicím. Převzato z Kennedy, (1999). 

 

2.1. Půdy 

 

Půdy jsou složité systémy, které se vyvíjí dlouhou dobu prostřednictvím složitých 

interakcí v závislosti na topografii, podnebí a přítomnosti živých organismů, které mají 

na půdy nezanedbatelný vliv (Madigan et al., 2011). 

Půdy lze rozdělit do dvou velkých skupin: Minerální půdy vznikající zvětráváním 

hornin a dalších anorganických materiálů a organické půdy vytvářené sedimentací 
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v bažinách a močálech. Na vzniku většiny půd se podílely oba uvedené mechanismy. 

Přestože minerální půdy převládají ve většině suchozemských prostředí, vzrůstá zájem 

o roli, kterou hrají organické půdy v ukládání uhlíku. Podrobné porozumění ukládání 

uhlíku a jeho zdrojů má velký význam pro zkoumání změn klimatu (Madigan et al., 

2011). 

Půdy se skládají minimálně ze čtyř složek. Jsou to anorganické minerální látky 

(tvoří obvykle 40 % půdního objemu), organická hmota (zpravidla tvoří asi 5 %), dále 

vzduch a voda (zhruba 50 %) a v neposlední řadě mikroorganismy a makroorganismy, 

které jsou zastoupeny asi 5 %. Pedologové klasifikují půdní částice na základě velikosti. 

Ty o průměru 0,1 - 2 mm se nazývají písek, velikost mezi 0,002 a 0,1 mm má prach 

a menší než 0,002 mm jsou částice jílu.  Podle procentuálního zastoupení písku, prachu 

a jílu se půdy označují jako písčité, prachovité nebo jílovité (Madigan et al., 2011). 

Ke vzniku půdy přispívají fyzikální, chemické a biologické procesy. Řasy, 

lišejníky, mechy a vyšší rostliny jsou fototrofní a produkují organickou hmotu. Ta pak 

podporuje růst chemoorganotrofních bakterií a hub. Složitější chemoorganotrofní 

společenstva, složená z bakterií, Archaea a eukaryot, se pak vyvíjejí přímo úměrně 

rozsahu společenstva primárních producentů (Madigan et al., 2011). 

Oxid uhličitý, uvolňovaný při dýchání, se rozpustí ve vodě a vytváří se tak kyselina 

uhličitá (H2CO3), která pomalu rozpouští horniny, a to zejména ty obsahující vápenec 

(CaCO3). Navíc mnoho chemoorganotrofů vylučuje organické kyseliny, které rovněž 

podporují rozpouštění horniny a rozpad na menší částice (Madigan et al., 2011). 

Zmrazování, rozmrazování a další fyzikální procesy pomáhají  utvářet půdu tím, že 

způsobují trhliny v horninách. V těchto štěrbinách se ukládají nejen částice generované 

v kombinaci s organickými látkami, ale také surové půdy, a vzniká tak místo potřebné 

pro zakořenění rostlin. Kořeny rostlin pronikají dál do štěrbin a podporují další praskání 

horniny. Vylučování kořenů pomáhá vývoji  rhizosféry (půdy, která obklopuje kořeny 

rostlin a přijímá rostlinné sekrety) s vysokým obsahem mikrobiálních buněk. Když 

rostliny uhynou, jejich pozůstatky přidávají do půdy živiny, které jsou využity pro růst 

dalších mikroorganismů. Prosakováním vody skrz půdu se některé z těchto látek 

přenášejí hlouběji do půdního profilu (Madigan et al., 2011). 

Jak pokračuje zvětrávání, půda se prohlubuje a je tak umožněn růst větších rostlin 

i malých stromů. Půdní živočichové, např. žížaly, osidlují půdu a hrají tak důležitou roli 

při promíchávání a provzdušňování svrchních vrstev půdy. Pohyb půdního materiálu 

směrem dolů vede ke vzniku vrstev půdy, tvořících tzv. půdní profil. Rychlost vzniku 
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typického půdního profilu závisí na klimatických a dalších faktorech, jeho utváření 

může trvat stovky až tisíce let (Madigan et al., 2011). 

Nejrozsáhlejší mikrobiální růst se odehrává na povrchu půdních částic. I jediná 

částice půdy může obsahovat mnoho různých mikroprostředí, a může tak podpořit růst 

několika fyziologických typů mikroorganismů. Pro přímé pozorování mikroorganismů 

na půdní částici se využívá fluorescenční mikroskopie, avšak organismy musí být 

nejprve obarveny fluorescenčním barvivem. Chceme-li zobrazit konkrétní 

mikroorganismus, použijeme značenou protilátku nebo genovou sondu. 

Mikroorganismy mohou být také pozorovány přímo na povrchu půdní částice pomocí 

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

 

2.2. Struktura bakteriálního společenstva  

 

Mikrobiální biomasa tvoří pouze 1 - 3 % půdního organického uhlíku a zabírá 

pouze 0,001 % půdního objemu (Grundmann and Gourbiere, 1999). Přesto, vezmeme-li 

v úvahu množství 10
3
 až 10

4
 kg mikrobiální biomasy na hektaru půdy, dojdeme ke 

zjištění, že půdní mikroorganismy tvoří významnou část celkového objemu biomasy 

na Zemi (Fierer et al., 2007). Složení rostlinného společenstva vyvolává změny 

v mikrobiální struktuře půdy a koloběhu živin (Hobbie, 1996). 

Celkovými počty bakterie v půdě převládají nad houbami, které mají svou důležitou 

roli v procesech počáteční fáze rozkladu rostlinného odpadu (Urbanova et al., 2011). 

Proto houby dominují mikrobiálnímu společenstvu osidlujícímu vrstvu opadu, zatímco 

v organickém horizontu je množství hub a bakteriální biomasy srovnatelné 

(Baldrian et al., 2012). 

Bakterie a zejména houby jsou často výrazně spojeny s konkrétním půdním 

horizontem. Houbová společenstva mají méně vyrovnané zastoupení jednotlivých 

taxonů než společenstva bakteriální a vykazují vyšší relativní hojnost dominantních 

druhů. Zatímco dominantní druhy bakterií jsou rozmístěny po celém sledovaném 

ekosystému, rozložení dominantních hub je často prostorově omezeno, protože jsou 

přítomny jen v některých lokalitách (Baldrian et al., 2012) . 

Většina funkcí suchozemských ekosystémů se odehrává v půdě, která poskytuje 

největší biodiverzitu na Zemi. Přesto pochopení toho, jak jsou funkce ekosystémů 

ovlivněny půdní biodiverzitou, výrazně zaostává za poznáním, jak těmto funkcím 

přispívají nadzemní organismy (Bowker, Maestre and Escolar, 2010). 
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Půdy jehličnatých lesních ekosystémů jsou důležité pro globální cyklus uhlíku 

a identifikace aktivních mikrobiálních rozkladačů je zásadní pro pochopení 

transformace organické hmoty v těchto ekosystémech (Baldrian et al., 2012). 

Vývoj bakteriálního společenstva během primární sukcese je formován především 

vegetací, která společně s proměnou (přechodem) klíčových druhů rostlin povede 

k nespojitému vývoji bakteriálního společenstva. To bude odrážet místní vegetační rysy 

určitého stupně sukcese. Relativní význam postupného hromadění organické hmoty 

a změny v půdní chemii jsou pravděpodobně méně důležité (Urbanova et al., 2011). 

Z evolučního hlediska jsou bakteriální společenstva v půdě velmi přizpůsobena 

a omezena selekcí, s nově se vyvíjejícími buňkami v lepším ekologickém stavu, které 

potlačují hůře přizpůsobené konkurenty (Giovannoni, 2004). 

Mikrobiální diverzita v půdních ekosystémech daleko přesahuje rozmanitost 

eukaryotických organismů. V jednom gramu půdy se může skrývat až 10 miliard 

mikroorganismů, patřících možná k tisícům různých druhů (Rossello-Mora and Amann, 

2001). 

Protože méně než 1 % mikroorganismů pozorovaných pod mikroskopem je 

kultivováno a určeno, půdní ekosystémy jsou do značné míry neprobádané. Mikrobiální 

diverzita popisuje složitost a variabilitu na různých úrovních biologické organizace. 

Konkrétně to třeba zahrnuje genetickou variabilitu uvnitř taxonů a počet a relativní 

četnost taxonů a funkčních skupin ve společenstvech (Johnsen et al., 2001, Kozdroj 

and van Elsas, 2001). 

Bakterie jsou všudypřítomné a rozmanité jak ve svém měřítku, tak v extrémnosti 

podmínek, ve kterých žijí. Bakteriální diverzita je také spojována se značnou funkční 

rozmanitostí. Počínaje formováním struktury půdy přes koloběh živin až po degradaci 

vzácných substrátů a xenobiotik. Skutečnost, že dosud známe poměrně malou část 

půdních bakterií (pouze 1 - 10 %), vede k novým studiím této problematiky včetně 

posouzení vlivu škodlivých látek (Dejonghe et al., 2000). 

K dispozici máme stále více přesvědčivých důkazů o tom, že územní organizace je 

zásadním faktorem ovládajícím druhovou dynamiku a biodiverzitu mnoha společenstev. 

Genetické rozdíly se mohou zvyšovat s geografickou vzdáleností, protože jak 

environmentální změny, tak s tím spojené selektivní účinky se stávají více 

heterogenními ve velkých vzdálenostech (Diniz and Telles, 2000). 

Počet bakteriálních buněk nebo jejich koncentrace jsou obvykle vztahovány 

na gram půdy. To nám avšak neposkytuje žádnou informaci o tom, zda jsou buňky 



14 

 

seskupeny v koloniích na jednom místě nebo jsou-li distribuovány v celém půdním 

objemu. Poznatky o prostorové distribuci jsou však důležité při odhadu 

pravděpodobnosti setkání bakterií se substrátem (Grundmann, 2004). 

 

2.3. Taxonomické zastoupení mikroorganismů 

 

Na vyšší taxonomické úrovni vykazuje půda pozoruhodně stabilní struktury 

společenstva, v nichž naprostá většina klonů vždy patří mezi devět hlavních kmenů 

bakterií: Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes,  

Firmicutes, Planctomycetes, Verrucomicrobia a Gemmatimonadetes (DeSantis et al., 

2006b, DeSantis et al., 2006a). 

Proteobacteria tvoří téměř polovinu z celkového počtu získaných půdních klonů. 

Acidobacteria a Bacteroidetes jsou také bohatě zastoupené skupiny. Zástupců kmenů 

Actinobacteria a Firmicutes je méně. Hlavní část půdních genotypů tvoří nezařazené 

druhy nebo členové menších bakteriálních skupin. To podtrhuje vysokou bakteriální 

diverzitu, typickou pro půdní ekosystémy. Na rozdíl od bakterií je rozmanitost Archaea 

v půdě minimální. Hlavními kmeny Archaea jsou Euryarchaeota a Crenarchaeota 

(Madigan el al., 2011). 

Studie, prováděná v uhlovodíky znečištěné oblasti ukázala, že taxonomické 

zastoupení ve znečištěné půdě je podobné. Proteobacteria tvoří největší frakci v obou 

typech půd, následuje významné zastoupení kmenů Acidobacteria, Bacteroidetes 

a Actinobacteria a Firmicutes. Nicméně významný je posun v podílu zastoupení těchto 

taxonů. Znečištěné půdy jsou obohaceny o Actinobacteria a Euryarchaeota, ale zmenšil 

se v nich podíl Bacteroidetes, Acidobacteria a nezařazených skupin bakterií. 

Pozoruhodné je, že Crenarchaeota nebyla v uhlovodíky znečištěných půdách nalezena, 

což naznačuje, že znečišťující látky tuto skupinu eliminovaly (Madigan el al., 2011). 

Vliv znečištění uhlovodíky byl více patrný u nižších taxonomických skupin. 

Znečištěné půdy obsahovaly větší podíl  Gammaproteobacteria a jen jeden dominantní 

genotyp Bacteroidetes. Naproti tomu neznečištěná půda obsahovala několik fylotypů  

Bacteroidetes. Také rozmanitost Acidobacteria je významně nižší ve znečištěných 

půdách. I když funkční význam pozorovaného rozdílu v diverzitě mikrobiálního 

společenstva v znečištěných půdách proti neznečištěným je zatím neznámý, bylo 
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zjištěno, že znečištěné lokality se pravděpodobně liší při procesu zpracování uhlíku 

a dusíku a při zpracování živin (Madigan et al., 2011). 

Různé studie půd zaměřené na zkoumání genu pro 16S rRNA se shodovaly ve dvou 

bodech: 1) Nenarušené neznečištěné půdy podporují velmi vysokou rozmanitost 

prokaryot. 2) Odchylky v půdě způsobují měřitelné posuny ve složení společenstva - 

pravděpodobně směrem k druhům, které jsou konkurenceschopnější v narušeném 

půdním prostředí – a celkovou redukci diverzity prokaryot (Madigan et al., 2011). 

Aktinobakterie tvoří vlákna, která propojují půdní částice. Rovněž extracelulární 

polysacharidy tvořené bakteriemi vážou půdní částice a pomáhají tak budovat půdní 

strukturu. Huminové látky akumulované v půdě tvoří rekalcitrantní organickou hmotu 

a pomáhají tak agregovat půdu. Tento proces snižuje erozi půdy, umožňuje dostatečné 

pronikání vody a udržuje půdu provzdušněnou. Agregace půdy může být zvýšena 

přidáním rostlinných zbytků, což vede ke zvýšení bakteriální aktivity (Gilmour, Allen 

and Truog, 1948 in Kennedy, 1999). 

Aktinobakterie jsou známy jako producenti různých antibiotik, která lze použít 

k léčbě lidských i zvířecích nemocí (Nolan and Cross, 1988 in Kennedy, 1999). Také 

produkují chemické látky, které mohou buď podporovat, nebo omezovat růst jiných 

organismů, jako například thiamin, riboflavin, vitamín B12, různé porfyriny a železo 

obsahující sloučeniny (Santos et al., 1976 in Kennedy, 1999).  

Bylo zjištěno, že distribuce a relativní četnost actinobacterií je spojena s pH půdy 

a s nedostatkem vlhkosti (Lauber et al., 2009). Jejich zastoupení (počet) se zvyšuje 

s obsahem půdního dusíku (Ramirez et al., 2010). V důsledku toho by mohlo 

actinobacterialní společenstvo odrážet místně specifické vlastnosti vztahující se 

k lokálně se vyskytujícím rozkladným drahám (Anderson and Parkin 2007, Sagova-

Mareckova et al., 2011). 

Funkční diverzita zahrnuje velikost a kapacitu půdních společenstev, která jsou 

zapojena v klíčových rolích, jako jsou cykly živin, rozklad různých sloučenin a další 

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

 

2.4. Faktory ovlivňující půdní společenstva 

 

Pro mikroorganismy v půdě jsou nezbytné živiny a další minerální látky. Některé 

látky jsou rozpuštěny ve vodě. V dobře odvodněné půdě vzduch rychle proniká do půdy 
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a koncentrace kyslíku v půdním roztoku mohou být vysoké, podobně jako na povrchu 

půdy. V podmáčených půdách, kde je však jediný přítomný kyslík rozpuštěný ve vodě, 

tyto zásoby mohou být rychle spotřebovány mikroflórou. Půdy se pak stávají anoxické 

a vykazují hluboké změny v jejich biologické aktivitě (Madigan et al., 2011). 

Dalším významným faktorem, který ovlivňuje mikrobiální aktivity, je rozsah zdrojů 

přítomných v půdě. Největší mikrobiální aktivita je ve vrstvách bohatých na organické 

látky, a to zejména v rhizosféře. Počet a aktivita mikroorganismů závisí do značné míry 

na druhu a množství přítomných živin. Limitujícími živinami v půdě jsou anorganické 

látky, jako třeba fosfor, dusík. Za klíčové komponenty je považováno i několik tříd 

makromolekul (Madigan et al., 2011). 

Chemické vlastnosti rostlinných vstupů ovlivňují struktury mikrobiálního 

společenstva, protože určité typy opadu mohou selektovat jednotlivé skupiny 

mikroorganismů, které disponují příslušnými katabolickými drahami pro jejich rozklad 

(Paterson et al., 2008). 

Stabilita půdy může být řízena přidáváním různých doplňků, které mají stimulovat 

bakteriální aktivitu (Jordahl and Karlen, 1993). 

Mikrobiální společenstvo reaguje nejen na přidaný rostlinný substrát, ale také 

na chemické podmínky půdy změnou své struktury a rychlostí obratu biomasy (Kogel-

Knabner, 2002). 

Bakterie jsou citlivé na rušivé vlivy, které tam jsou zaváděny díky zemědělství, 

znečištění a dalšími stresory (Elliott and Lynch, 1994). Porozumění vlivu narušitelů 

půdní bakteriální rozmanitosti a jejich fungování může výrazně přispět k porozumění 

kvalitě půdy a udržitelnému rozvoji agrosystémů (Thomas and Kevan, 1993). 

Také pH půdy může sloužit jako integrující proměnná v procesech v půdě 

(Lauber et al. 2009). Změny pH v půdě a obsahu živin mohou ovlivnit rozklad 

omezením růstu nebo aktivity mikrobiálních rozkladačů (Berg, 2000), ale také může 

ovlivnit strukturu rostlinných společenstev, která naopak určuje charakter organické 

hmoty (Bardgett, 2005). 

Bakteriální společenstvo a jeho funkce v ekosystému je ovlivněno kořenovým 

systémem a půdním prostředím, včetně minerálních vod a organického materiálu. 

Rhizosféra je objem zeminy pod přímým vlivem kořenů (Curl and Truelove, 1986 

in Kennedy, 1999). V této oblasti je stimulována činnost bakterií, protože kořeny 

a klíčící osivo poskytují živiny (Rouatt and Katznelsona, 1961 in Kennedy, 1999). 

Rozpadající se kořenové systémy také mohou fungovat jako zdroj živin pro okolní 
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mikroorganismy (Swinnen et al., 1995). Organismy reagující na zdroj těchto živin 

budou dominovat v rhizosféře (Christensen, 1989). Četnost bakterií se snižuje se 

vzdáleností od kořenů (Yeates and Darrah, 1991). 

Bakterie jsou metabolicky velmi různorodé, používají mnoho různých druhů zdrojů 

energie a uhlíku. Tradičně jsou řazeny do širokých kategorií na základě jejich způsobu 

získávání uhlíku a energie. Podle způsobu získávání energie to jsou fototrofové 

a chemotrofové  a podle způsobu získávání uhlíku je dělíme na autotrofní, heterotrofní 

a litotrofní. Bakterie také byly charakterizovány podle médií, ve kterých rostou (Walker, 

1992). Některé půdní mikrobiologické vlastnosti, jako je enzymatická aktivita nebo 

respirační činnost či obsah mikrobiální biomasy se používají jako bio-indikátory kvality 

a zdraví půdy v oblasti monitoringu půdního prostředí (Roger and Li, 1985 in Kizilkaya 

et al., 2004).  

Bazální půdní respirace půdní mikroflóry poskytuje užitečné informace 

o fyziologickém stavu půdního ekosystému, i když je to otázkou diskuze. Tato 

respirační aktivita bere v úvahu využívání energie ze strany mikroflóry a vyjadřuje 

účinnost odbourávání organického uhlíku u půdních mikroorganismů (Wardle a Ghani, 

1995). 

Krajina má vliv na distribuci a rozmanitost výběru bakterií (Turco and Bezdicek, 

1987 in Kennedy, 1999). Bakteriální společenstvo a jeho aktivita klesají s hloubkou 

v půdním profilu. Metabolicky aktivní a různorodá společenstva byla nalezena i ve 

velkých hloubkách, i přes limitaci nedostatkem uhlíku (Fredrickson et al., 1991). 

 

3. Kvalita půdy 

 

Aktuální zájem o hodnocení kvality půdy byl způsoben zvýšením povědomí o půdě 

jako součásti zemské biosféry. Půda hraje roli nejen při výrobě potravin a vlákniny, ale 

také v udržování kvality životního prostředí (Beiderbeck et al., 1987). 

Kvalita půdy je definována jako schopnost půdy fungovat v rámci ekosystému pro 

zachování biologické hranice produktivity, zachování kvality životního prostředí 

a podpoření zdraví rostlin a živočichů (Doran et al., 1994). Společenstva půdních 

organismů jsou významnou složkou kvality půdy, mikroorganismy hrají zásadní roli 

v úrodnosti půdy a primární produkci prostřednictvím rozkladu organické hmoty 

a koloběhu živin (Alexander, 1977 in Kizilkaya et al., 2004). 
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Jednotlivé fyzikálně-chemické faktory (např. pH, obsah organického uhlíku, obsah 

jílu a struktura, celková stabilita), biologické faktory (např. společenstva, pozitivní 

a negativní interakce mezi organismy) a znečišťující látky (např. těžké kovy, 

xenobiotika) mohou ovlivnit chování mikroorganismů v půdě (Visser and Parkinson, 

1992). Současné měření činnosti mnoha enzymů v půdě může být vhodnější pro odhad 

celkové mikrobiální aktivity a jeho reakce na šíření znečištění a životní prostředí napětí, 

než je stanovení aktivita jednoho enzymu (Nannipieri et al., 1990). 

Hodnocení kvality půdy je často založeno na fyzikálně-chemických parametrech, 

a to především z údajů o znečištění půdy, bez ekotoxikologických a mikrobiologických 

vyšetření (Plaza et al., 2010). 

Je velmi obtížné stanovit vztah mezi rozsahem negativních vlivů na půdní 

vlastnosti a obsahem znečišťujících látek. Fyzikálně-chemické rozbory samy o sobě 

neposkytují informace o dopadu na ekosystém, ale jsou velmi užitečné pro odhad 

nebezpečí představovaného znečišťujícími látkami (Plaza et al., 2010). 

 

3.1. Kontaminace 

 

Anorganické a organické polutanty mají významný dopad na mikrobiální struktury 

společenstva a funkční rozmanitost (Liao and Xie, 2007). 

Studie prováděné na třech kontaminovaných lokalitách v Polsku, kde byla 

prokázána přítomnost vysokého počtu životaschopných heterotrofních mikroorganismů, 

svědčily o přizpůsobení mikroorganismů kontaminujícím látkám (Plaza et al., 2010). 

Ionty kovů se přirozeně vyskytují v horninách, půdě, vodě i atmosféře, nicméně 

některé z těchto kovů jsou toxické, nejen rtuť, olovo, arsen a kadmium, ale například 

i selen (Madigan et al., 2011). 

 

3.1.1. Kontaminace těžkými kovy 

 

Kontaminace půdy těžkými kovy je často výsledkem antropogenní činností. 

Na rozdíl od organických znečišťujících látek, těžké kovy nemohou být degradovány 

a mohou tak představovat přetrvávající nebezpečí pro životní prostředí. Z dlouhodobého 

působení těžkých kovů na půdní mikroorganismy plynou nepříznivé účinky 

na mikrobiální činnost a hojnost a změny mikrobiálních společenstev (Tsezos, 2009). 
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V posledních desetiletích má lidská činnost vliv na stále se zvyšující množství 

těžkých kovů v oběhu v životním prostředí (Ma and Rao, 1997). Kontaminace půd 

těžkými kovy je největším problémem vzhledem k jejich toxicitě. Na půdách 

kontaminovaných těžkými kovy, kde zdrojem kontaminace byly produkty lidské 

činnosti, jako jsou průmyslové odpady, automobilové emise, hornická činnost či 

zemědělské postupy (např. čistírenské kaly, hnojiva a pesticidy), bylo provedeno mnoho 

studií (Dudka and Adriano, 1997). 

Četné laboratorní studie prokázaly účinky těžkých kovů na mikrobiologické 

vlastnosti půdních ekosystémů. Půdní mikrobiální aktivita a její produkty, jako 

například enzymy, ukazují značné rozdíly způsobené jejich citlivostí k toxicitě těžkých 

kovů (Giller et al., 1998, Baath 1989). S rostoucím obsahem těžkých kovů klesá bazální 

půdní respirace (Kizilkaya et al., 2004). 

 

4. Analýza mikrobiálního společenstva 

 

Hlavními technikami používanými pro analýzu mikrobiálních společenstev jsou 

polymerázová řetězová reakce (PCR), analýza DNA fragmentů pomocí gelové 

elektroforézy (DGGE, T-RFLP, Arisa) nebo molekulární klonování a sekvenování 

DNA. Při PCR reakci můžeme z jedné kopie genu vyrobit až několik milionů kopií 

(Madigan et al., 2011). 

Rychlá analýza rozmanitosti v komplexních mikrobiálních společenstev zůstává 

nepolapitelným, ale zároveň důležitý cílem v mikrobiální ekologii (Dunbar et al., 

2000). Nedostatky metod, které závisejí na kultivaci, jsou dobře známy. Přímá 

amplifikace bakteriálních genů kódujících 16S rRNA z izolované půdní DNA poskytuje 

nejkomplexnější a flexibilní způsob vzorkování bakteriálního společenstva, ale 

navazující metody, které jsou účinné v analýze společenství, jsou stále velmi omezeny 

v počtu a rozsahu (Dunbar et al., 2001). 

 

4.1. Extrakce environmentální DNA 

 

V typických experimentech analýzy společenstev je izolována celková DNA 

z mikrobiálního společenstva. Komerčně jsou k dispozici soupravy, jejichž výtěžkem je 

vysoce čistá DNA z půdy a dalších komplexních vzorků (Madigan et al., 2011). 
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 Extrakce DNA je zásadním krokem při přípravě vzorků. Bylo prokázáno, že 

nedostačující extrakční postup může změnit výtěžek environmentální DNA a vést tak 

k nereprezentativním  T-RFLP profilům (Kopecky et al., 2009). 

Na čistotu a celkové výtěžky izolované DNA má vliv použitá metoda extrakce 

a také typ půdy, ze které je DNA izolována, zejména obsah jílu, který výtěžek snižuje. 

S tím souvisí i pH půdy, především nízké pH má vliv na výtěžnost metod. Dále mohou 

mít vliv na výtěžky DNA různé vlastnosti půdy nebo například vegetační pokryv či 

obsah vody (Sagova-Mareckova et al., 2008). Další úpravy a přečištění (purifikace) 

zlepšují kvalitu izolované DNA (Sagova-Mareckova et al., 2008). 

DNA purifikace je kritickým krokem při izolaci půdní DNA, po vyřešení problému 

s lyzí (Roose-Amsaleg, Garnier-Sillam and Harry, 2001).  

Další úhel pohledu, jak vysvětlit různé výtěžky DNA, může být spojen s citlivostí 

jednotlivých metod při posuzování mikrobiálních společenstev. Různé metody mohou 

postihovat různé části bakteriálních společenstev, DNA z různých taxonů může být 

uvolňována v různé míře a tudíž výtěžek a reprezentativnost vzorku mohou být 

ovlivněny specifitou metody (Kauffmann, Schmitt and Schmid, 2004). 

Rozdíly ve výtěžcích DNA lze vysvětlit i přítomností jiných organismů než bakterií 

a opět různou citlivostí příslušných metod při izolaci DNA (Sagova-Mareckova et al., 

2008). Pokles výtěžků DNA může být způsoben vazbami DNA na částice. Částečky 

jílu, ale také humusu, jsou záporně nabité a váží a vyměňují nejen kationty, ale i řadu 

dalších látek (Buscot, 2005). 

 

4.2. Terminální polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

 

Terminální polymorfismus délky restrikčních fragmentů, zkráceně T-RFLP, je 

popisován jako ceněná metoda pro porovnávání komplexních společenstev, když  je 

požadována vysoká výkonnost a citlivost bez nutnosti přímé informaci o sekvenci 

(Nocker, Burr and Camper, 2007). 

Je to metoda založená na změně v pozici restrikčních míst mezi sekvencemi 

v důsledku mutací a stanovení délky fluorescenčně označených terminálních 

restrikčních fragmentů (TRFs) s vysokým rozlišením gelové elektroforézy 

na automatizovaných DNA sekvenátorech (Avanissaghajani et al., 1994, Liu et al., 

1997).  
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T-RFLP nabízí možnost porovnat získané údaje s daty uloženými v sekvenačních 

databázích, nebo s údaji z jiných studií (Kopecky et al., 2009). 

Analýza jednotlivých 16S rRNA genových klonů v mnoha knihovnách je drahý 

a neefektivní přístup při studiu bakteriálních společenstev. Takže metody, jako je 

tepelná nebo denaturační gradientová gelová elektroforéza (TGGE, DGGE), 

heteroduplexní analýza nebo T-RFLP analýza jsou používány v hodnocení rozmanitosti 

16S rRNA, protože jsou mnohem rychlejší, a tudíž přístupnější pro experimenty 

v polním měřítku, ve kterých je replikace důležitá (Dunbar et al., 2000). 

Profil společenstva vychází ze selektovaného genu buď kódujícího 16S (18S) rRNA 

pro taxonomické profilování nebo z genu kódujícího protein, aby sledoval specifickou 

funkci dosaženou společenstvím, např. asimilaci dusíku, humifikaci a mineralizaci, 

nebo produkci sekundárních metabolitů a rezistenci (Cermak et al., 2008). 

Výsledky této metody jsou ovlivněny počáteční PCR amplifikací, která mění 

původní zastoupení forem vybraného genového markeru a může vést ke ztrátě genových 

typů o nízké frekvenci výskytu. Nicméně totéž platí pro většinu metod s výjimkou 

metagenomických knihoven a metody Geochip (He et al., 2007), protože pouze tyto 

metody používají přímo vzorek celkové enviromentální DNA bez amplifikace, a tedy 

v reálném poměru. Přesto jejich provedení je velmi časově náročné a nákladné, a také 

jejich detekční limity jsou podstatně vyšší. TRF profily neposkytují spolehlivé 

informace popisující relativní četnost a rovnoměrnost zastoupení genotypů 

(Dunbar et al., 2000). 

Měření délky TRF v sekvenátoru poskytuje kontinuální data, zatímco délka 

sekvence DNA je diskrétní proměnnou, takže transformace vede k chybám 

v identifikaci některých délek fragmentů (Marsh, 1999). Vzhledem k náhodnému 

charakteru výskytu restrikčního místa v sekvenci data nenásledují v žádné hierarchii, 

tj. velikost TRF představuje jeden izolovaný prvek a podobnost velikosti TRF 

nenaznačuje jakýkoliv stupeň sekvenční homologie. Nicméně, T-RFLP analýza má také 

řadu výhod v porovnání s jinými postupy analýzy DNA (Marsh, 1999). 

Metoda TRF by měla být především pro rychlou analýzu opakovaných vzorků 

u studií v polním měřítku (Dunbar et al., 2000).   
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5. Materiál  

 

5.1. Pomůcky 

 

umělohmotné trubky - 4 centimetry 

síto – otvory asi 2 mm 

 

5.2. Chemikálie 

 

Tab. 5.1. - Přehled použitých chemikálií 

název chemikálie výrobce/dodavatel zkratka 

fenol MP Biomedicals 

 chloroform Lach:ner 

 isoamylalkohol PENTA 

 chlorid sodný Sigma 

 hexadecyl-trimethyl-ammonium bromid Sigma 

 octan sodný  Sigma 

 isopropylalkohol PENTA 

 etanol PENTA 

 chlorid vápenatý Sigma 

 Hepes Sigma 

 Agarosa for routine use Sigma 

 SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen 

 PCR vkládací pufr Yellow load Top-Bio 

 GeneRuler 1 kB plus DNA ladder Fermentas 

 dimethyl sulfoxid Top-Bio DMSO 

Purified BSA 100× (10mg/ml) BioLabs BSA 

10× DreamTaq Buffer   Fermentas 

 dATP Promega 

 dTTP Promega 

 dCTP Promega 

 dGTP Promega 

 DreamTaq DNA Polymerase Fermentas 

 primer FAM16Seu27f Eurogemtec 

 primer 16sact1114r Sigma 

 Tris (hydroxymetyl) aminometan SERVA Tris 

restrikční endonukleasa AluI BioLabs 

 NEBuffer2 BioLabs 

 hydroxid sodný Sigma NaOH 

glukosa Sigma 
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celobiosa Sigma 
 sláma 

  celulosa Sigma 
 hexahydrát dusišnanu kademnatého Sigma 
  

5.3. Pufry  

 

Tab. 5.2. - Složení použitých pufrů 

název pufru složení (výrobce) pH 

Müllerův 

extrakční pufr 

50mM NaH2PO4 8 

50mM NaCl   

500mM Tris-HCl 8 

Tris-acetát-

EDTA pufr 

(TAE) 

40 mM Tris/Tris-CH3COOH 

(Sigma) 

1mM EDTA (Sigma) 

8 

 

5.4. Přístroje 

 

Měřící hlavice - System OxiTop® Control 

běžné laboratorní váhy 

Homogenizátor – Bead Beater (BioSpec Products, Bartlesville, OK) 

Centifuga 5418 (Eppendorf) 

Centrifiga 5415R (Eppendorf) 

Speed Vac – centri vap  

Termocykler – C1000 Thermal Cycler (BIORAD) 

UV lampa a fotoaparát – Syngene InGenius (PC software dodaný taktéž firmou 

Syngene) 

 

5.5. Komerční soupravy 

 

Přečištění izolované DNA - GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals, Solon, USA) 

Přečištění PCR produktů - QIAquick® PCR purification kit (QUIAGEN, Hilden, 

Germany) 
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Odsolení směsi fragmentů DNA po štěpení - SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up 

Columns (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 

5.6. Oligonukleotidy  

 

primer Sekvence (5′→3′) výrobce 

FAM16Seu27f AGAGTTTGATCMTGGCKCAG Eurogemtec 

16sact1114r GAGTTGACCCCGGCRGT Sigma 

 

6. Metody 

 

6.1. Odběr a zpracování vzorků 

 

Lokalita, kde byly odebírány vzorky, se nachází v těsné blízkosti města Příbram. 

V závislosti na vzdálenosti místa odběru od pozemku společnosti Kovohutě Příbram 

byly vybrány 2 lokality s různým stupněm zamoření. Lokalita č. 1 (L1) se nachází na 

louce těsně vedle pozemků společnosti v obci Nové Podlesí a tudíž je zde podíl těžkých 

kovů větší než v lokalitě č. 4 (L4), která leží na louce nedaleko obce Obecnice. Přesné 

souřadnice všech odběrových lokalit jsou uvedeny v tab. 6.1., mapa odběrových míst je 

znázorněna na obrázku 6.1.  

 

Tab. 6.1. – Souřadnice odběrových míst 

lokalita souřadnice 

Louka1 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 odběrových míst 

 

Odběr byl proveden ve vybraných lokalitách č. 1 a č. 4 pomocí umělohmotných 

trubek, které byly zaraženy zhruba 20 centimetrů do země a následně vytaženy. Byl tak 

odebrán vzorek organického horizontu bez svrchní vrstvy odpadu. 

Půdní profil byl v laboratoři vyjmut z trubek. Byla odstraněna horní vrstva 

s kořínky a jinými zbytky rostlin. Půda byla přesáta přes síto, aby byly odstraněny 

kamínky a jiné větší částice přítomné v půdě. 

 

6.2. Měření respirace 

 

Půda byla odvážena do skleněných 250 ml lahví, do každé lahve zhruba 50 g půdy. 

Do odvážených vzorků byly přidány různé substráty, případně různé koncentrace 

kadmia, pro každou sérii vzorků byly použity jiné substráty (přehled substrátů je vždy 

uveden u každého konkrétného měření). Poté byly na lahve nasazeny měřící hlavice 

OxiTop®-C. Měření probíhalo v termostatu při teplotě 12 ⁰C po dobu 14 dnů. Po 

uplynutí 14 dnů byly odečteny výsledky a následně zpracovány v tabulkovém editoru 

Microsoft Office Excel. 

Celkem byla provedena tři různá měření respirace. V každém běhu reakce byly 

použity jiné přidané substráty a zároveň stejný substrát byl použit v několika 

opakováních, aby byly eliminovány chyby vzniklé při zpracování vzorků. 
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6.3. Izolace chromozomální DNA 

 

Do 1,5 ml zkumavek bylo naváženo 0,25 g skleněných kuliček o průměru 0,1 mm 

a 0,25 g o průměru 0,5 mm. Zkumavky byly vysterilizovány v autoklávu při 121 ⁰C po 

dobu 20 minut. Do zkumavek s kuličkami bylo přidáno 0,5 g vzorků půdy. Následně 

bylo do směsi ve zkumavkách přidáno 600µl Müllerova extrakčního pufru a 300 µl 

směsi Fenol/Chloroform/Isoamylalkohol v poměru 25:24:1. Vzorky byly 

homogenizovány 90 sekund při 2500 rpm. Poté byly vzorky centrifugovány 2 minuty 

při 12000 rpm. Do čistých zkumavek byl odebrán supernatant. Do původních zkumavek 

bylo přidáno 300 µl Müllerova extrakčního pufru a vzorky byly opět homogenizovány, 

ale tentokrát pouze 30 sekund při 2500 rpm. Následně byl obsah zkumavek stočen 

v centrifuze po dobu 2 minut při 12000 rpm a oddělený supernatant byl přidán k již 

získanému supernatantu. 

K supernatantu byl přidán jedenkrát takový objem, jako byl objem vzorku 

ve zkumavce, směsi fenol/chloroform (1:1). Zkumavky byly důkladně promíchány 

a centrifugovány 5 minut při 6000 rpm. Byl odebrán supernatant, ke kterému byl přidán 

jedenkrát takový objem chloroformu. Opět byly vzorky pečlivě promíchány 

a centrifugovány 5 minut při 6000 rpm. Znovu byl odebrán supernatant, který byl zahřát 

na teplotu 65 ⁰C. Následně byl přidán 5M NaCl do výsledné koncentrace 1,5 M 

a 10% CTAB do výsledné koncentrace 1%. Směs byla inkubována 30 minut při 65 ⁰C 

a následně ochlazena na ledu zhruba na 20 ⁰C. V dalším kroku byl přidán jedenkrát 

takový objem chloroformu, vzorky byly promíchány a centrifugovány 15 minut při 

4500 rpm a byla odebrána vodná fáze. Poté k ní byla přidána 1/10 objemu 3M octanu 

sodného (pH=5) a 0,6 objemu isopropylalkoholu, vzorky byly promíchány a ponechány 

30 minut při laboratorní teplotě. Po inkubaci byly stočeny v centrifuze vychlazené 

na 4 ⁰C 20 minut při 10000 rpm. Byl slit supernatant, ve zkumavce zbyla pouze peleta 

DNA, která byla převrstvena 50 µl vychlazeného 80% ethanolu, aby se promyla. Znovu 

byly vzorky centrifugovány při 4 ⁰C po dobu 5 minut a při 10000 rpm. Byl slit etanol, 

peleta byla vysušena při 40 ⁰C ve Speed Vacu (vakuový vysoušeč) a rozpuštěna v 50 µl 

destilované vody. Vzorky byly inkubovány 60 minut v teplotě 65 ⁰C. Byl přidán 

jedenkrát takový objem roztoku 1M CaCl2 v 1M Hepes a vzorky byly inkubovány 

30 minut při laboratorní teplotě. 
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Po inkubaci byla izolovaná DNA přečištěna pomocí GENECLEAN Turbo kit 

a uchována při teplotě -20 ⁰C. 

 

6.4. Elektroforéza 

 

Elektroforéza byla použita několikrát během celé praktické části. Nejprve 

ke zjištění, zda byla vůbec chromozomální DNA izolována a k odhadu množství DNA 

pro PCR reakci, dále po PCR reakci ke zjištění správného průběhu reakce a také po 

purifikaci k odhadu množství pro štěpení restrikční endonukleázou. 

Vždy byl připraven 1% agarový gel – agaróza byla v mikrovlnné troubě roztavena 

v TAE pufru. Do gelu bylo přidáno barvivo SYBER Green (v DMSO v poměru 1:9). 

Gel byl nalit do vaničky a ponechán asi 30 minut, dokud neztuhl. Poté byl vložen do 

elektroforézové aparatury s TAE pufrem. Do jamek byly naneseny vzorky DNA 

smíchané s PCR vkládacím Yellow load pufrem (1 µl DNA + 0,7 µl  pufru). Jako 

marker byl použit GeneRuler 1 kB plus DNA ladder. Aparatura byla připojena ke zdroji 

tak, aby byl gel orientován od záporné elektrody ke kladné – 95V a 95 mA. 

Elektroforéza probíhala, dokud oranžová barva pufru nedoputovala téměř na konec 

gelu. Následně byl gel prohlédnut pod UV zářením a byly pořízeny snímky. 

 

6.5. Polymerázová řetězová reakce PCR 

 

Pro všechny vzorky najednou byla připravena směs pro reakci PCR. Z připravené 

směsi (tab. 6.2.) bylo do mikrozkumavek odebráno 49 µl a těsně před spuštěním reakce 

byla přidána izolovaná DNA. Množství DNA bylo odhadnuto z elektroforézového gelu 

tak, aby bylo přibližně 100 ng v každé reakci. Poté byly mikrozkumavky vloženy do 

termocycleru – program T-RFLP (tab. 6.3.) 
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Tab. 6.2. - Reakční směs pro PCR reakci 

chemikálie objem  ředění 

dH2O (sterilní) 31,5 µl   

DreamTaq buffer 5 µl  

BSA 3 µl  

DMSO 2,5 µl  

dNTP 2 µl 10x ředění ve vodě 

Primer F: FAM16Seu27f 2 µl 10x ředění ve vodě 

Primer R: 16Sact1114r 2 µl 10x ředění ve vodě 

DreamTaq polymerasa 1 µl  

 

Tab. 6.3. - Protokol termocycleru pro program TRFLP 

teplota čas počet opakování 

94 ⁰C  5 minut 1× 

94 ⁰C  1 minuta 

35× 
57 ⁰C  50 sekund 

72 ⁰C  

1,5 

minuty 

72 ⁰C  5 minut 1× 

 

 

6.6. Přečistění PCR produktů 

 

Přečištění bylo provedeno podle protokolu komerční soupravy QIAquick PCR 

Purification Kit – PCR Purification Spin protokol. 

K produktu PCR byl přidán 5× takový objem PB pufru s pH indikátorem. Indikátor 

je v pufru obsažen pro kontrolu pH, které by mělo být neutrální. Obsah zkumavek byl 

promíchán a jejich obsah přenesen na speciální kolonky. Poté byly vzorky 

centrifugovány 1 minutu při 14 000 rpm. Byl vylit obsah sběrných zkumavek a do 

kolonek bylo přidáno 750 µl PE pufru. Vzorky byly stočeny v centrifuze po dobu 

1 minuty při 14 000 rpm. Byl vylit obsah sběrných zkumavek a ještě jednou byly 

vzorky stočeny za stejných podmínek, aby se odstranil veškerý zbylý pufr. Poté byly 

kolonky přendány do čistých zkumavek a na filtr kolonky bylo naneseno 50 µl Tris/HCl 
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pH 8. Vzorky byly ponechány zhruba 5 minut při laboratorní teplotě a následně 

centrifugovány 1 minutu při 14 000 rpm. Přečištěné vzorky pak byly uloženy při teplotě 

- 20 ⁰C. 

 

6.7. Štěpení restrikční endonukleasou  

 

Po přečištění vzorků, byla provedena elektroforéza, podle intenzity vzorku v gelu 

bylo odhadnuto množství DNA v 1 µl vzorku. Pro štěpení restrikční endonukleasou pak 

bylo použito takové množství vzorku, rovnající se přibližně 200 ng DNA. Toto 

množství DNA bylo odpipetováno do čisté mikrozkumavky, byly přidány 2 µl pufru 

NEBuffer2, pak bylo přidáno 0,5 µl restrikčního enzymu AluI, který byl naředěný 

v 1,5 µl NEBuffer2 pufru. Vzorek byl doplněn destilovanou sterilní vodou do 50 µl. 

Vzorky byly inkubovány 120 minut při 37 ⁰C. Poté bylo přidáno dalších 0,5 µl 

restrikčního enzymu AluI, opět naředěného v 1,5 µl NEBuffer2 pufru. Vzorky byly 

znovu inkubovány při 37 ⁰C dalších 120 minut. Reakce byla zastavena zvýšením teploty 

na 65 ⁰C po dobu 20 minut. Následně byly všechny vzorky odsoleny na kolonkách 

komerční sady SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up Columns. 

 

6.8. Fragmentační analýza 

 

Fragmentační analýza byla provedena firmou Genomac International, s.r.o. (Praha, 

ČR) na kapilárním sekvenátoru (Applied Biosystems, Foster City, CA). Data byla 

zpracována v tabulkovém editoru MS Excel a vyexportována jako matice délek 

frangmetů ve formátu CSV. Výpočet matice vzdáleností a finální zobrazení 

Sammonovou projekcí byly provedeny v prostředí R s využitím knihovny MASS. 
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7. Výsledky 

 

7.1. Měření respirace 

 

7.1.1. Měření 1 

 

V prvním měření byly jako přídatné substráty použity jednoduché i složité 

sacharidy a sláma. Měření byla aplikována na vzorky půdy z obou odběrových lokalit. 

Přehled substrátů je uveden v tab. 7.1., výsledky respirace pak v grafu 7.1. 

 

Tab. 7.1. – Přehled substrátů v jednotlivých vzorcích 

lokalita číslo vzorku substrát množství substrátu přídavek vody 

louka 1 1,2,3,4,5,6 bez substrátu 

 

1 ml  

louka 1 7,8,9,10,11,12 glukosa 0,3 g v 1 ml vody 

 louka 1 13,14,15,16,17,18 celobiosa 3 g 1 ml  

louka 1 19,20,21,22,23,24 celulosa 0,3 g 1 ml  

louka 1 25,26,27,28,29,30 sláma 0,3 g 1 ml  

louka 4 31,32,33,34,35,36 bez substrátu 

 

1 ml  

louka 4 37,38,39,40,41,42 glukosa 0,3 g v 1 ml vody 

 louka 4 43,44,45,46,47,48 celobiosa 3 g 1 ml  

louka 4 49,50,51,52,53,54 celulosa 0,3 g 1 ml  

louka 4 55,56,57,58,59,60 sláma 0,3 g 1 ml  
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Graf 7.1. – Výsledky měření respirace s cukry 

 

 

7.1.2. Měření 2 

 

Při druhém běhu měření bylo do vzorků dodáváno kadmium. Jako zdroj kadmia byl 

použit tetrahydrát dusičnanu kademnatého, do vzorků byl přidán ve vzrůstající 

koncentraci, množství kadmia je uvedeno v tab. 7.2. Výsledky jsou pak uvedeny 

v grafech 7.2. a 7.3. 

 

Tab. 7.2. – Množství kadmia ve vzorcích 

lokalita číslo vzorku přidaný kov množství  

louka 1 1,2,3,4,5,6 bez přídavku 

 louka 1 7,8,9,10,11,12 kadmium 1 mg/kg 

louka 1 13,14,15,16,17,18 kadmium 10 mg/kg 

louka 1 19,20,21,22,23,24 kadmium 100 mg/kg 

louka 1 25,26,27,28,29,30 kadmium 1000 mg/kg 

louka 4 31,32,33,34,35,36 bez přídavku 

 louka 4 37,38,39,40,41,42 kadmium 1 mg/kg 

louka 4 43,44,45,46,47,48 kadmium 10 mg/kg 

louka 4 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. – Měření respirace s kadmiem – louka 1 

 

 

Graf 7.3. – Měření respirace s kadmiem – louka 4 
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7.1.3. Měření 3 

 

Při třetím měření byly použity pouze vzorky půdy z louky č. 1. Tentokrát byly jako 

substráty použity sacharidy a sláma v kombinaci se zdrojem kadmia. Přehled substrátů 

v jednotlivých vzorcích je uveden v tab. 7.3. Výsledky jsou zpracovány do grafu 7.4. 

 

Tab. 7.3. – Přehled přídavků do vzorků 

lokalita číslo vzorku substrát přidaný kov množství kadmia 

louka 1 1,2,3,4,5 bez substrátu bez přídavku 

 louka 1 6,7,8,9,10 bez substrátu kadmium 10 mg/kg 

louka 1 11,12,13,14,15 bez substrátu kadmium 100 mg/kg 

louka 1 16,17,18,19,20 bez substrátu kadmium 1000 mg/kg 

louka 1 21,22,23,24,25 celobiosa bez přídavku 

 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 1 41,42,43,44,45 sláma bez přídavku 

 louka 1 46,47,48,49,50 sláma kadmium 10 mg/kg 

louka 1 51,52,53,54,55 sláma kadmium 100 mg/kg 

louka 1 56,57,58,59,60 sláma kadmium 1000 mg/kg 
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Graf 7.4. – Výsledky měření respirace 3 

 

 

7.2. Fragmentační analýza 

 

Z respiračního pokusu 1, kde byl sledován vliv přídavku glukosy, celobiosy, 

celulosy a slámy, byly odebrány vzorky a požity pro analýzu T-RFLP změn 

společenstva aktinobakterií. U získaných T-RFLP profilů byly vypočteny matice 

vzdáleností a zobrazeny Sammonovou projekcí. Výsledky analýzy jsou znázorněny 

v následujícím diagramu (obr. 7.1.) 
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Obr. 7.1. – Výsledky fragmentační analýzy 

 

8. Diskuze 

 

Z naměřených hodnot respirace v měření 1 a 2 vyplývá, že bakteriální společenstvo, 

žijící v půdě s vyšším obsahem těžkým kovů, vykazuje vyšší respirační aktivitu in vitro. 

Z grafu 7.1. je jasně vidět, že substráty glukosa a celobiosa významně zvyšují respiraci 

v půdě, protože jsou nejsnáze využitelné. Naopak celulosa neměla měřitelný vliv 

na respiraci a sláma absolutní hodnotu zvýšila mírně, ale zvýšila rozdíl mezi oběma 

lokalitami. Nejvíce rozdíl aktivity mezi oběma lokalitami zvýraznil přídavek celobiosy. 

Vyšší respirační aktivita půdy s vyšší úrovní kontaminace byla popsána po aplikaci 

čistírenského kalu (Fließbach et al., 1994) nebo v pokusu s přídavky jednoduchého 

a komplexního substrátu (Chander a Brookes, 1991). Podle jiných studií se vliv 

kontaminace na respirační aktivitu půdního společenstva může odlišovat v závislosti 

na dalších faktorech, např. typu půdy (Khan a Scullion, 2000). 

Při druhém pokusu bylo do vzorků přidáváno v různé koncentraci kadmium. Ve 

více zamořené oblasti byl se zvyšující se koncentrací kadmia pozorován mírný nárůst 

respirace až do hodnoty 10 mg.kg
-1

, pak následoval pokles hodnoty, a při koncentraci 

kadmia 1000 mg.kg
-1

 respirace dosahovala 65 % kontrolního vzorku bez přídavku. 

U půdy z méně kontaminované oblasti hodnota respirace mírně stoupala, překvapivě až 
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do koncentrace kadmia 100 mg.kg
-1

 , pokles byl pozorován až při koncentraci 

1000 mg.kg
-1

 , avšak stále byla o necelých 15 % vyšší než hodnota kontroly. 

V posledním pokusu, kdy byly do vzorků přidávány současně substráty a kov, 

respirace oproti kontrole nejvíce stoupala s přídavkem celobiosy a se zvyšující se 

koncentrací kovu. Nárůst hodnot respirace byl patrný i u přídavku slámy s kovem. 

Hodnoty respirace u vzorků s kadmiem do koncentrace 100 mg.kg
-1

 byly vyrovnané, 

mírný pokles nastal u koncentrace 1000 mg.kg
-1

. Stejný průběh byl zaznamenán 

i u vzorků se slámou, hodnoty respirace vzrostly zhruba dvojnásobně, u koncentrace 

100 mg.kg
-1

 přibližně trojnásobně a u koncentrace 1000 mg.kg
-1

 respirační aktivita 

klesla na 125 % kontroly bez přídavku kovu. Zajímavé výsledky byly získány 

přídavkem kadmia a celobiosy, při koncentraci 100 mg.kg
-1

 byla respirační aktivita 

dvojnásobná oproti vzorku bez kadmia a i při koncentraci 1000 mg.kg
-1

 byl zaznamenán 

nárůst aktivity až na 220 % kontrolního vzorku. Výsledek je poměrně překvapivý, 

protože v předchozích měřeních při koncentraci 1000 mg.kg
-1

 respirační aktivita klesala, 

takže můžeme říct, že v tomto případě vysoká koncentrace ještě více aktivovala 

respiraci společenstva. 

Fragmentační analýza ukázala, že se půdy obou lokalit liší strukturou 

aktinobakteriálního společenstva. U lokality 1 se nejvíce oproti kontrole lišila 

společenstva po přídavku glukosy a celulosy. Naopak u lokality 4 se nejvíce lišily 

vzorky po přidání glukosy, celobiosy a slámy. Žádný z přídavků nenarušil primární 

oddělení profilů společenstev obou lokalit. 

 

9. Závěry 

 

 Půda s vyšší úrovní kontaminace těžkými kovy vykazovala vyšší respirační aktivitu 

in vitro ve srovnání s méně kontaminovanou půdou. 

 Měřením respirace s přídavky substrátu bylo zjištěno, že všechny přidané substráty 

zvyšovaly hodnoty respirace, avšak největší nárůst byl zaznamenán u jednodušších 

substrátů – glukosy a celobiosy. 

 Při přidávání kadmia do půdních vzorků byl také zaznamenán nárůst respirace, 

překvapivě výraznější u půdy z méně kontaminované lokality.  

 Po přidávání substrátů společně s kovem se respirace zvyšovala s rostoucí 

koncentrací kovu. Nárůst hodnot byl patrnější při použití jednoduššího substrátu – 
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celobiosy než u složitějšího – slámy. Přídavek celobiosy způsobil, že pokles 

respirace nebyl pozorován ani při nejvyšší koncentraci kadmia, naopak i zvýšení 

koncentrace kadmia na 1000 mg.kg
-1

 respiraci dále zvyšovalo. 

 Fragmentační analýza jasně prokázala odlišnost společenstev aktinobakterií dvou 

různě kontaminovaných lokalit. 
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