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1 Uvod

Smrkové porosty v povodi Plesného jezera na Sémse dlouhodob
vzpamatovavaji z negativnich dopadvySenych atmosférickych depozic siranovych
(SOy) a dusénanovych (NQ) anionfi, kterym podléhaly v druhé polowirminulého
stoleti. Acidifikace a celkové oslabeni horskychr@m vyustilo v roce 2000
v kiirovcovou kalamitu a odufani téngi ¢tvrtiny lesniho porostu dhem sedmi let.
Tato naruSeni pak déle ovlivnilaigni procesy, kdy doslo ke zvySenému vyplavovani
NOs z poskozenych ploch (Svoboda a Hajek 200Zapek 2008).

Prirodni rezervac€erna hora v Jizerskych horach byla také v minulrasiazena
kyselymi atmosférickymi depozicemi, ale nérdvcovou kalamitou. Ob lokality
s horskymi smifinami tedy prosly podobnym vyvojem, maji i podolpu#llozi a dalSi
charakteristiky (Plan @& CHKO JH 1997, Kop#k et al. 2002).

Vyplavovani NQ  z pidy naruSuje stabilitu a slozenigniho mikrobialniho
spole&enstva. Jednou z nejvice owlawanych skupin mikroorganisimpak mohou byt
denitrifikacni bakterie, které N® vyuZivaji [ anaerobni respiraci.

Klicovym krokem denitrifikéni respirace je i@nmena nitriti (NO;) na oxid
dusnaty (NO), protoze vtomto kroku enzymy nittduktazy katalyzuji reakci se
zmeénou skupenstvi. Nitrit reduktazy koduji dva genyirK anirS (Philippot 2002).

Do nedavna byly vigé studovany molekularnimi metodamieplevsim denitrifikéni
bakterie s genemirS. AvSak v posledni dabse ukazuje, ZefpstoZe jsou piy nirk
denitrifikatort nizsi, jejich aktivita ve volnégalé je také vyznamna (Castro-Gonzalez et
al. 2005; Michotey et al. 2000; Henry et al. 2004).

Hlavnim cilem prace bylo zjistit rozdily v o nirK denitrifikatorti v opadovém
a humusovém horizontuigy mezi odlestnym stanovi&im na Sumay a neodlestnou
plochou v Jizerskych horach. Jelikoz zvySené degoXQ vyrazré ovlivauji padni

pH, bude to mit visledku vliv i na poéet denitrifikanich bakterii.

Hypotézy:
S nizSim pH bude klesat gt denitrifikatofi
Patet nirK denitrifikatofi bude vysSi v humusovém horizontu oproti

opadovému horizontu



2 Literarni p rehled

2.1 Kolobéh N v pidé

Jednou z cest vstupu N dédy je z rozkladajici se organické hmoty, kde do€haz
k jeho pgemené z organicky vazanych forem N (bilkoviny, nukleouéseliny,
aminokyseliny, atd.) do formy anorganické v po&idtH," ionti. Cestou nitrifikace je
naopak minéna forma pitomného dusiku z NA na NQ, ktery nasledé mize slouzit
jako zdroj denitrifik&nim bakteriim (Obr. 1). Ti jej vyuZivaji v energdiem
metabolismu jako alernativni akceptor @i anaerobni respiraci a vysledkem celé
denitrifikacni cesty je plynny produkt, a to #duoxid dusny (NO) nebo pimo
molekularni dusik (B, ktery se vraci do atmosféry.

Velmi vyznamnymi zdroji N jsou v s@sné dob antropogenni vlivy.
Na Sumavskych a jizerskych lokalitach to bybegevsim kyselé atmosférické depozice
N a S vdruhé polovin minulého stoleti (Kop#ek and Vesely 2005, Bavka et al.
2005b). Jejich @isledkem bylo postupné okyselovaridp Se zninou pH midy dochazi
jak k vymyvani dlezitych Zivin, tak i samotnych NQa dale k uvalovani toxickych
forem hliniku (Tomlinson 2003, Bovka et al. 2005a). VSechny tyto faktory celkov
oslabuji lesni ekosystém, coz #igact lokality PleSného jezera vedlo k propuknuti
karovcové kalamity a enormnimu odiéeni lesa.

Rychlost kolokhu ovliviiuji  ¢etné faktory prosedi jako jsou klima, typ
stanovi&t a druhové sloZeni vegetace. NemenSi vliv ma délsbeZeni spotenstva
pudnich mikroorganisiin V padnim kololghu dusiku hraji tedy hlavni Ulohu pgav
mikroorganismy (Simek 1998).
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Obr. 1. Schémaipmen dusiku v jpdé. U kazdé formy dusiku je v z&vorce jeho
oxidatni stav. Plnowarou znazorna cesta denitrifikace s enzymy podilejicimi se

na jednotlivych krocich (upraveno podle Gonzaleal €2006)

2.2 Ruzné cesty redukce N@

Jednou z cest biologickychifgmén N v pidé je disimilani redukce N@
(denitrifikace). Resna kvantifikace denitrifikmich proces a charakterizace

denitrifikacnich mikroorganisri vSak byvaasto obtizna.

Souhrnnd reakce denitrifikace:
NOsz -> NGO, -> NO ->NO -> N,



Denitrifikace je vSak pouze jednim druhem redukd®;NMezi dalSitadime
asimilani (nerespirani) redukci NQ na NH,", pomoci které mikroorganismy ziskavaiji
stavebni dusik ip biosyntéze. Ta ovSem neni regulovdna obsahenikkygko prava
denitrifikace. MiZze byt vyznamna zejmeéna v kyselycihdpch a ovliviovat vysledky
meieni plynnych produkt denitrifikace. DalSim typem je disimité redukce N@
na amoniak (DNRA), kterd je paralelni vlastni diéani denitrifikaci, je také sai@sti
energetického metabolismu, je regulovana obsahgsiikl, avSak jejim produktem je
oproti denitrifikaci misto NO nebo N amoniakalni dusik. Ten je pak ziy vyloucen
(Tate 2000).

Denitrifikace vyZaduje k @ibéhu hypoxické az anoxické podminky, kdy se misto
O v respir&nich reakcich energetického metabolismu Kogmi akceptory elektran
stavaji NQ ¢i NO,. Molekuly NGO, byvaji okamzig preménovany na NO a pD, na N
pak jencast NO. Zastupci séadi mezi bakterie ndjenejSich fylogenetickych skupin,
ale fukéng jsou to pevazr fakultativni aerobni chemoorganotrofové (Tate 2 ithek
1998).

Béhem redukce N® a NG’ musi organismus vykazovaist, minimalié 80 %
NO, a N& musi byt peménéno na NO a N. Jednotlivé reduini kroky @i respira&ni
denitrifikaci probihaji zné&ou rychlosti — je to v danou chvili hlavni procasku
energie biky. Aktivnimi burgénymi enzymy jsou reduktazy odpovidajici za kazdy
jednotlivy krok gemeén (Tate 2000). Na denitrifikamich reakcich se podileji enzymy
z tridy oxidoreduktaz, které jsou pro kazdy krok pracepecifické (Tab. 1). Prvnimi
aktivnimi enzymy v denitrifikénim procesu jsou NOreduktdzy — byly nalezeny
u prokaryot i eukaryotickych mikroorganifmne vSechny tyto organismy vsak

provadji pravou denitrifikaci (Gonzalez et al. 2006).



Tab. 1. Geny kodujici katalytickd mista enZiymdpovidajici za jednotlivé kroky
denitrifikace (Gonzélez et al. 2006; Desnues, Miehet al. 2007; Bedmar et &005;
Hendriks, Oubrie et al. 2000)

krok denitrifikace enzym gen

NO; -> NGO, nitrat reduktdza Nar nebo  NarG neboNapA
Nap

NO, -> NO dva typy nitrit reduktdzy Nir NirK neboNirS

NO -> NO reduktaza oxidu dusnatého NorB neboNorC tedy
Nor cytochrom b nebo c

N,O -> N, reduktaza oxidu dusného NosZ
Nos

2.3 Zpusoby kvantifikace denitrifika¢nich enzymi

Potencialni schopnost produkovat denitritikbenzymy Ize zjistit pomoci &eni
poctu kopii odpo¥dného genu vimeé, nag. cytochrom cghnitrit reduktazy —nirS nebo
v naSem fipact Cu-nitrit reduktazy -nirK, z nichz kazdy druh denitrifikatora obsahuje
jen jeden typ, ale fukké jsou shodnéNirK se vyskytuje v absolutnich §tech jen
u asi 30 % denitrifikatdr, ale pfifezow je ve spoléenstvi organisiin schopnych
denitrifikace vice zastoupen mezi taxonomicky adlidi skupinami. Organismy
obsahuijici gemirS se vyskytuji spiSe v rhizogt zatimcairK denitrifikatai ve volné

pudg.

2.3.1 DEA (denitrification enzyme activity)

Je to nejvySSi naghitelna aktivita prdy v pidé piitomnych (ale ne nav
syntetizovanych) enzyinza optimalnich podminek. Jako &lén atmosféra je uzivano
helium a k inkubovanéuaé jsou gidany nitraty ve forrt KNO3 a glukosa k zajighi
co nejvyhodgjSich podminek. # této metod je pouzivan acetylenova inhibice kroku
N.O -> N,. Aktivita sledovanych enzyinje ucovana jako rozdil obsahu oxidu dusného
po 30 a po 60 minutach inkubace na plynovém chrognafu. Vysledky se fevadji



na gram suchédpoly (Cuhel 2007). Nevyhoda této metody pro naalyispa@iva v tom,
Ze jeji vysledky pedstavuji pouze potencialni denitrifdd aktivitu. Divodem je
laboratorni optimalizace podminek pro bakterie.i jgmoci se tedy neda zjistit

skute&ny stav spoléenstva v firozenych podminkacim situ.

2.3.2 Kvantitativni real-time PCR (QPCR)

Kvantitativni real-time PCR (gPCR) je pémé novd metoda studia Zivych
organisnii pomoci pesné kvantifikace specifického genu ve studovanzonku DNA.
Po izolaci celkové DNA zimniho vzorku dojde i PCR k namnoZeni genu
v pritomnosti fluorescamiho barviva, které se vaze na ampliony DNA (tzybr&reen
metoda). Zvysujici se fluoresaam signal je v kazdém cyklu PCR zaznamenavan
piistrojem. S pouZzitim standdrdo znadmé koncentraci genu lze tedyituptavodni
koncentraci genu v neznameém vzorku izolované DNA.

Jelikoz gennirK byva v bakteriich na genomové DNA v jedné kopg kakto
uréit aktualni p@et nirK denitrifikatofi ve vzorku celkové vyizolované DNA (Henry et
al. 2004, Philippot 2002). Na druhou stranu netzzeenat pray aktivre denitrifikujici
bakterie, protoZe kvantifikace probihd na Usekuowzamé celkové DNA, coZz nam
poskytne informaci pouze d@ipmnosti denitrifikatora vide, ale uz ne o tom, zda je
enzym v dany okamzik aktivni.

| metoda gPCR ma sva omezeni. Jelikozisé&yantifikaci denitrifikatnich geri
vyuZivaji zpravidla degenerované primery, u&té pravdpodobnost tvorby tzv.
primerovych dimek (PD) @i fluorescegnim vyhodnocovani po kazdém cyklu. Jejich
piitomnost niZze ovliiovat miru fluorescence prodikteakce. Henry et al. (2006)
tomuto jevu pedchazeli mrenim fluorescencerpteplot 80 °C, i které uz jsou PD
nestalé. Takeé inhibitory jako jsou huminové latkieré se mohou koextrahovat spolu
s DNA, mohou ovliviovat vysledky. Ve zniované studii byl k vzorkm izolované
DNA piidan kontrolni plasmid a jejich fluorescence por@va s vzorkem samotného
plasmidu. Nebylo zji$ho detekovatelné mnozstvi inhibitorkteré by pozmmovaly

fluorescexini signal.



2.4 DalSi metody studia spol&enstva denitrifika¢nich

bakterii

Z celého bakteridlniho spdlenstva v gdé byva jen asi 10 % mikroorganism
metabolicky aktivnich. Ty neaktivni jsou d&udormantni (kuli pifechodnym
nevhodnym podminkam) nebo mrtvé. Sledovani mikiolia pidniho spoléenstva
zt87uje velka prostorova diverzita (kolem 5000 domtnésh drutii bakterii/nf; Berg
and Laskowski 2006). Z denitrifikaich bakterii byly z fdy izolované pedevsim
heterotrofni aerobni gramnegativnéibky a koky, zastupci jsoutpini a rgkteré vodni
rody Pseudomonas a Alcaligenes. Mnoho utenych denitrifikatai jsou nitrifikatni
mikroorganismy s denitrifikani aktivitou a také dalSi skupiny bakterii, sirmékteré
patogenni, termofilni (Tate 2000). Ne vSichni pmija denitrifikace zgisobem

odpovidajicim podminkédm respird denitrifikace (viz kap. 2.2).

2.4.1 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

DGGE byvacasto vyuzivana ve spojeni se studiem diverzigityeh skupin
bakterii a k nasledné sekvenaci a identifikaci apljth band z denaturéniho
polyakrylamidového gelu. S jeji pomoci Ize porovaiavnezi sebou fibuznost
spole&enstev podle hlavnich spétech zastupt nebo ve spojeni gipnym ukenim
izolovanych druth organisndi ( Desnues et al. 2007, Kirk et al. 2004Primery
pro studium spolenstev denitrifikénich bakterii jsou v s@asné dob stale ve vyvoji
a ne vzdy jsou schopny obsahnout celou diverzibwyth gerii (Nocker et al. 2006).

Napiiklad Troback et al. (2004) prétovali vyuzitelnostnosZ, nirK a nirS
cilenychprimerti pro studium environmentalnich vzdrkPosuzovali schopnost printer
amplifikovat pra¢ cilené sekvence gémirK, nirSanosZ a také jak Siroké spektrum
denitrifikacnich bakterii s variantami danych @emprimery obsahnou. Potvrdili
efektivitu  primefi pfi vyhledavani cilové sekvence mosZ a nirK nasleds i
pouzitelnost DGGE. U vSech zkoumanych pringrak povazuji za dostdiee i

spektrum amplifikovanych variant gien



2.4.2 Terminal restriction fragment length polymorfism (T-RFLP)

RFLP je dalSi molekulanbiologickou metodou charakterizace mikrobialnich
spole&enstev pomoci &peni restriknimi endonukleasami cilenymi na specifialésti
fettzce DNA. Fragmenty DNA jsou poté rageny i gelové elektroforéze. Modifikaci
této metody je T-RFLP,ipniZ se po PCR uzivaji fluoresce® terminal znané
primery. Produkty PCR Ize pak ragi kapilarni elektroforézou s detekci fluorescence
nebo pimo na DNA sekvenéatoru. T-RFLP je rychla a citliw®toda se schopnosti
rozliSit mezi sebou jednotlivé druhy organignproto je vyuzivana k studiu diverzity
mikrobialnich spoléenstev (Liu et al. 1997). Nevyhodou jsou probléreyzgolenim
spravié cilenych restriknich enzynd (Ranjard et al. 2000; Tjedje et al. 1999;
Hartmann and Widmer 2007).

2.5 Faktory ovliviujici denitrifikaci

Denitrifikacni bakterie samotné i jejich enzymaticky aparatujsvliviovany
fadou faktoh prostedi. Denitrifikace je vSak kro#nfaktori prostedi ovlivrena i
samotnym sloZenim spo@nstva denitrifikatar — rektefi jsou specializovani jen
na jeden nebo dva kroky celé denitrifikagmi ji provadiji celou nebo celou az
na posledni krok pD -> N, (Gonzalez et al. 2006).

2.5.1 Vliv padniho pH

Padni pH je vyznamné z hlediska optimalnich podmipekrist denitrifikatoti a
dostupnosti Zivin. Denitrifikéni rychlost je hodnotou pH vyznagrovliviiovana
(Muller et al. 1980).

Optimalni pH pro denitrifikéni bakterie se pohybuje v neutralni oblasti (pro,NO
reduktazu je to 6,3 — 6,5 a pro NO reduktazu 757 Kuak 2004). Reduki dje
probihaji nejrychleji mezi pH 7 a 8 (Tate 2000, ofay 1995, Simek and Hopkins
1999).



Samotné denitrifikace pak probiha v rozmezi pH @b ®, @i poklesu pH pod 5
se denitrifikace zpomaluje a se snizenim pH podo8hdzi k uplnému zastaveni
denitrifikatni ¢innosti.  Zarovie se zpomalujecinnost enzym podilejicich se
na poslednim kroku denitrifikace a tim se zvySwewr N.O / N,, aZz i pH 4 se stava
N.O jedinym produktem. Naopak,;Nse stava hlavnim produktem denitrifikace uz
pii pH 6,9 (Weier and Gilliam 1986). Nizké pH ve sowkch lesich mize byt jednim
z limitnich faktofi aktivity denitrifikatnich mikroorganisrin (Mdller et al. 1980).

Na druhou stranu v dlouhoddbkyselych mgdach se mohou bakterietizpisobit
podminkédm a vykazovat posun optima az k pH 3,%{Ra&t al. 1985).

Se snizenim pH se stavaji i samotnésNonty ve vo@d snadno rozpustnymi a
diky tomu jsou dofe pohyblivé v pdé. Negativni dsledky vymyvani N@ z pady
do vod jsou dote znamé — jsou to n#klad nasledny nedostatek zivin uds a
vysledkem jecasto i eutrofizace vod s negativnimi dopady na matvdZzvodnich
organisnii. Oproti tomu ztraty dusiku vyplavovanim z nepony®&é lesnich porodt

jsou jen mal¢Berg and Laskowski 2006).

2.5.2VIliv dostupného N

Nejlépe vyuzitelné jsou pro mikroorganismy sleniny N, které jsou rozpustné
ve vod, tedy jednoduché a lehce rozlozitelné. sbyjtaké v pdé dolre pohyblivé
ve vodném roztoku (Zsolnay et al. 1999). JednouejdifezitéjSich podminek
ovliviiujicich denitrifikaci je dostupné mnozstvi vstupniteakniho substratu, kterym
jsou NGQ nebo NQ. Jejich koncentrace vipgé se n&ni odkErem rostlinami,
vyplavovanim a vyuzivanim dalSimi mikroorganismyONje nejvyhod#jSi substrat
denitrifikace — diky vysokému redox potencialu kgdko paru N@ -> NGO, (Tate
2000).



2.5.3Vliv dostupného C

Limitnim faktorem niZze byt i zdroj uhliku, ktery je pro Zivot nezbytdileZity
(MaSin 1999). Je zdrojem elektfopro redukci N@ a NGO,. Aktivitu denitrifikator
ovliviiuje mnozstvi, ale i sloZzenfigni organické hmoty, vZzdy jsou vyhagéi snaduji
pienenitelné zdroje uhliku v pod@bjednoduchych, ve va@drozpustnych slotenin
(Zsolnay et al. 1999)Cim vice je nap dostupného uhliku viplg, tim vy33i mnoZstvi
N v poméru k N;O je produkovano (Weier et al. 1993; Simek 1998mMto i druh
donoru elektrofr pro vlastni respikami denitrifikaci ovliviiuje aktivitu jednotlivych
enzymi (Kunak 2004).

2.5.4VIiv teploty

Teplotni optimum denitrifikatdér se pohybuje okolo 30 °C (Yatong 1995),
zatimco denitrifikace samotna probiha v rg® — 75 °C, i kdyz s vySSi teplotou se
snizuje pordr N,O / N, (teplotni citlivost enzymu). Nizk4 teplota sniZzaj@se aktivitu
mikroorganisni samotnych a také se zpomaluje tok latek v systémanre téch
rozpusénych ve vod. S vysSi teplotou se tidépe zachovavat vySsi obsah dostupného
dusiku v idé (Tate 2000, Berg and Laskowski 2006; Oxford 2009).

2.5.5VIliv provzdusnéni pady a vihkosti

Velmi dulezitym faktorem progedi je obsah kysliku wviglinim profilu.
Denitrifikace probih& jen za snizeného parcidlnilascu kysliku. Kyslik je daleko
vyhodrgjsim terminalnim akceptorem elektfonnez NQ a NQ,. Nejcitlivejsi
reduktazou na obsah kysliku jesbpeduktaza oxidu dusného (Tate 2000hel 2007).

Zvysena vlhkost fdy a vodni progedi v pidnich porech napoméahaji anaerébit
Takeé je s vysSi vihkostigpiniho substratu umo#n vyssi udrzitelny obsah dostupného
dusiku (Tate 2000; Berg and Laskowski 2006).
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2.6 Padni horizonty ve vztahu k denitrifikaé¢nim

bakteriim

2.6.1 Opadovy horizont
Je blize povrchu a tim padem &Sim obsahem kysliku, denitrifik&fose tu

nachazeji jen v omezenych bezkyslikatych prostojaiet jsou vodou vypkné pidni
pory. Blizkost povrchu s rychle se¢nici teplotou i vihkosti nuti organismy zde Zijici
neustale seffzpusobovat a reagovat na nastaléémgn (Desnues et al. 2007)id3to
obsah dostupnych organickych latek a finrychlost denitrifikace byva vySsi

v opadovém, nez v spodnich horizontech (Hoffmanal.e2000, Henrich et al.
1997, Menyailo and Huwe 2000).

2.6.2 Humusovy horizont
Je pod opadovym horizontem a dale od povrchdyp Snizeny obsah kysliku

umoziuje vyznamgjSi vyskyt denitrifik&nich bakterii, jsou tu také stélejSi podminky
pro jejich rozvoj. Rychlost denitrifikace v smrkalylesich nize byt vysSi ve spodnich

horizontech, pH je tu také m&ovlivhéno kyselym opadem, a tedy pro denitrifikatory

viv s
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3 Materialy a metody

3.1 Popis lokalit

Porovnavali jsme {dy dvou horskych smrkovych lgsjednoho poSkozeného
karovcovou kalamitou na Sum&va druhého neposkozeného v Jizerskych horéch.
Snazili jsme se vybrat Uzemi s podobnymi charaitikami jako jsou nadniska
vySka, stéi a historie lesa a geomorfologické pamgn Obe horské smifiny v minulosti
trpély kyselymi atmosférickymi depozicemi, v jejichiisledku doslo k snizeni pHig

a poskozeni lesnich poragBorivka et al. 2005a).

3.1.1 Sumava

Narodni park Sumava (od r. 1991) se nachazi u gibadnich hraniceské
republiky a Rakouska. Rozsahlé ptihGumava je ietihorniho fivodu a jeho
geologické podlozi tvd predevsim kyseléipmeneéné horniny jako jsou Zuly a svory.
Nachéazi se zde osm ledovcovych jezét,zpnich naseské stra# statni hranice({erné,

Certovo, Laka, Ple3né a Prasilské).

Odbkirova plocha v povodi PleSného jezera (PL, 48°4%" &.13°52" v.d.) je v
nadmdské vysce 1090 m n. m. na @bbory Plechy (1378 m n. m.) a je z 99 % pokryta
vice nez 160 let starym smrkovym porosteRicdéa abies) znané poSkozenym
karovcovou kalamitou. #fevladajicimi @dnimi typy jsou zde dystrické kambizeéma
podzoly na Zulovém podlozi (Vesely 1994, Gtrapek 2008). &ini pH je nizké,
nejnizSich hodnot nabyva v humusovém horizontu 23%1) a nejvysSich v horizontu
mineralnim (3,2 — 4,4) (Svoboda et al. 2006).
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3.1.2 Jizerské hory (JH)

Chrarena krajinna oblast Jizerské hory (od r. 1968) sehéa na sever(eské
republiky a zaujima 368 KmPohdi Jizerské hory je prvohornihdiyodu. Geologické
podloZi tvdi z nej\tSi casti krkonoSsko-jizersky Zulovy masiv. Nachazejzde cenna
raSelinis¢ a severni svahy pokryva souvisly porostibyNPR Jizerskohorské bimy).
Imisni holiny na nahorni plo&injsou disledkem dlouhodobéhougobeni kyselych
atmosfeérickych depozic a nevhodného lesniho hogpoda minulém stoleti (Bdwka
et al. 2005a).

Studované Gzemiifsodni rezervac€erna hora (40,9 ha) se nachéazi naciileo
vrcholu stejnojmenné hory na nahorni pléslizerskych hor u hraniceské republiky
s Polskem. Odivové plochy S&zné &zicky (J1, 1055 m n. m., 50°50's. §. a 15°12' v.
d.) aCerna hora (J2, 1084 m n. m., 50°50' s. §. a 15°4®) jsou pokryty klimaxovou
smginou (Picea abies). Prevladajicim gdnim typem Jizerskych hor jsou nad 1000 m n.
m. typické podzoly. Geologické podloZi je Zulovéohganickém horizontu &iené pH
dosahuje hodnoty 3,95 (Borka et al. 2005a).

3.2 Metody odbéru a skladovani vzorkii

VSechny vzorky byly odebirany z vrchnich horizotgsni fidy. Opadova vrstva
zaujimala 5 — 10 cm a humusova 10 — 20 cm hloubddjlp. Poté, co bylajda gesata
sitem o velikosti ok 5 mm, byla usklagha pro dalsi laboratorni analyzy v plastovych
s&cich v chladicim Zézeni i teplo€ 5 °C. Pro molekularni analyzy byly vzorky
piesaté pdy odebrany do kryozkumavek a uchovavany v mraztmine i teplot -70
°C.
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3.3 Analyzy piady

3.3.1 Stanoveni C a N ve vodnych vyluzich

Pro studenovodnou extrakci (CW) byly ve dvou opakoeh vzdy 3 g suché&gy
zality 30 ml destilované vody a po dobu 30 minuty#epat. Potom byly igfiltrovany
a zmrazeny na -20 °C do vlastni analyzy.
Pro horkovodnou extrakci (HW) byly 3 g suchédp zality 50 ml destilované vody a
dany na 16 hodin inkubovat za teploty 80 °C. Poyy lvzorky peefiltrovany a
zmrazeny na -20 °C. @pbyla provedena dvopakovani.

Celkovy obsah extrahovatelného C a N ve vyluzidhpoye zngien na TOC/TN
analyzatoru (SKALAR FORMACS HT).

3.3.2 Stanoveni pH

Hodnoty pH byly stanoveny ve studenovodnych vylazidPongr voda
(deionizovand)fpda byl 1:10.

3.3.3 Stanoveni suSiny

Pida pro analyzy byla suSenai daboratorni teplat, proto i suSina byla
stanovovana zaéthto podminek. #blizné 5 g pmdy ve tech opakovanich bylo
navazeno naipdvazkach dofedem zvazenych hlinikovych vazenek a ponechant susi
do konstantni hmotnosti. Poté byly vazenky se sughmlou ogt zvdZzeny a wen

poner suché a&erstvé hmotnostitaly.

Sucha hmotnost dy s:

s=(m—mv)/ m

mv ..hmotnost vazenky [g]
ms ..hmotnost vadzenky se suchoidpu [g]

mi ..hmotnost vihké fdy [g]
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3.4 Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Extrakce DNA z fdy byla provadna pomoci SoilMaster DNA Extraction Kit dle
pokynmi vyrobce. Pro zvySeni mnoZstvi izolované DNA byladtnost vzorku fdy
pouzitého pro extrakci upraveno na 250 mg. Vzhlet#elomu, Ze fidni bakterie maji
silnou burcnou sénu, bylo k vzorku fidy pro izolaci pidano 350 mg sklemych
kulicek o paéméru 0,5 mm a 350 mg o joméru 0,1 mm, a porétim kroku extraéniho
postupu pidan krok zahrnujici 30 sekund bead-beatingu (Meai@Beater, Biospec
Products, USA).

Pritomnost extrahované DNA ve vzorku byla éena po izolaci na
spektrofotometru (BioPhotometer, Eppendorfgniécko) pi 260 nm a zarove
provedena kontroléistoty izolovaného vzorku pofrem absorbanciip260/280 nm pro
kontaminaci proteiny aip260/230 nm pro kontaminaciignimi organickymi latkami.
Po amplifikaci vzork pomoci qPCR byla pozadovana velikost fragreBiNA
zkontrolovana na 1,5% agarosovem geitefektroforéze (110 V, 45 min).

V jednotlivych horizontech byl pomoci gPCR stanowsikovy obsah DNA a
zarover obsah DNAnNirK denitrifikatorfi. Podstatn&ast metodiky qPCR a pouzité
primery jsou pevzaty z prace Henry et al. (2004), s malymi opliagnimi Upravami.
Amplifikace Usek DNA byla provedena naiistroji StepONE RealTime PCR System
(AppliedBiosystems, USA). Standardnfidka byla vytvdena desitkovymiedinim
linearizovaného plazmidu obsahujicinmK gen. Byly pouZity degenerované primery
(5-39) nirk876 (ATYGGCGGVAYGGCGA) a nirk1040
(GCCTCGATCAGRTTRTGGTT) amplifikujici 165 bp dlouhiseknirK genu (Henry
et al. 2004).

Pro PCR byla pouzita re&aki smés SybrGreen PCR Master Mix (AppliedBiosystems,
UK) a detekce amplifikované DNA SybrGreenem.

3.5 Zpracovani dat

Naméfena data byla vyhodnocena v programu Microsoft ExXgata pro qPCR
byla vzhodnocena v progranu SteOne Software v. 2.0.

15



4 Vysledky

4.1 Analyzy pady

V Tab. 2 jsou shrnuty vysledky laboratornich angiydnich vzork z J1 a J2 a
pro porovnani uvedeny stejné charakteristiky i z Rlavni referetini charakteristika,

v v s

pH, je pro vSechny lokality vySSi v opadovém homnizo OvSem nejnizsi rozdil v pH

mezi horizonty vykazuje lokalita PL, nejvysSi pak to téngi o jedenfad — plocha J2.
Obsah zivin N a C gfeny ve vyluzich je na vSech lokalitach (az na HWakt N
v PL) vy3Si v opadovém horizontu. NejvysSi rozdfykazuji koncentrace N a C mezi

horizonty na lokalit J2, kdy jsou ve &Sin¢ pripadi (aZ na HW extrakt C)ijblizné
dvojnasobné.

Tab. 2. Vybrané fyzikakchemické charakteristiky (C (CW)- celkovy uhlik sidenovodném extraktu; C (HW)-
celkovy uhlik v horkovodném extraktu; N (CW)-celkodusik ve studenovodném extraktu; N (HW)-celkougiét v
horkovodném extraktu)iainich horizont ve 3 zkoumanych lokalitach (PL — lokalita u Pld¥m¢ezera, J1-1. lokalita

v Jizerskych horach (8ané &zicky), J2-2. lokalita v Jizerskych horaofigrna hora)). V zavorkach jsou uvedeny
smerodatné odchylky.

c(cw) C(HW) N(CW) NHW) pH (H20) C/N C/IN
mg.kg* CW_HW
Opadovy horizont p| 1489 (88) 24205 (10195)74 (4) 2609 (19) 359 20 9

J1 5280 (589) 84480 (886) 78 (14) 5771(133) 575 20 5
J2 2991 (46) 86350 (8557) 58 (1) 4294 (131) 5.58 68 15

Humusovy horizont pL 1462 (120) 15105 (750) 73 (1) 2947 (602) 3.45 49 14
J1 6160 (178) 65429 (1425) 126 (1) 6128 (1290) 6.05 51 15
J2 2214 (338) 61481 (197) 59 (18) 3785(115) 5.28 40 16
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4.2 Molekularn € biologické analyzy

Na Obr. 2 je jashrozpoznatelna zavislost mnozstyitpmnych denitrifikatoi

na pidnim pH. Zavislost je exponencialni.

V grafu (Obr. 3) jsou vynesenypnérné hodnoty se sénodatnymi odchylkami
(n=4) pata nirkK v obou horizontech jednotlivych ploch. VysSi zageninirK bakterii
bylo ve vzorcich z Jizerskych hor pomoci gPCR &jiSt ve vrchnim opadovém
horizontu. Ale v zastoupeni denitrifiaich bakterii plochy PL nejsou mezi horizonty
patrné rozdily. V Jizerskych horach (J1 a J2) jsaity denitrifikatomti u obou horizornit

n¢kolikanasoby vyssi, nez na PL.

Obr 2. Korelace mezi pH a mnozstviimK denitrifikatort
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Obr 3: Porovnani pitu denitrifikaénich bakterii mezi jednotlivymi lokalitami (PL- lakta PleSné
jezero, J1 — 1. lokalita v Jizerskych horach&@@e ¥zicky), J2-2. lokalita v Jizerskych horach

(Cerna hora))
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5 Diskuse

Pfi vyhodnocovani dat (zvla&Smolekularnich analyz) jsme vychéazeli z faktu, ze
nirK gen je v genomu danych denitrifikaiozastoupen jen v jedné kopii, proto jsme
mohli porovnavat absolutni pty denitrifikacnich bakterii v pdé (Henry et al. 2004,
Philippot 2002).

Niz§i pH ve spodnich horizontech studovanychd pnaznduje spravnost
piedpokladu o vyplavovani NO v dasledku kyselych atmosférickych  depozic
(Svoboda a Hajek 2007 itapek 2008). ficinou zvySené acidity nemuseji byt jen ionty
NOgs, ale i organické kyseliny vyplavované ze smrkovépadu (Smemo et al. 2006).
Ty vS8ak nemohou ovlivnit humusovy horizont vicez mpadovy, musime tedy hlavni
puvodce zvySené kyselosti hledat jinde. VzhledemniupZe pokles pH s hloubkou
profilu vykazuji vSechny lokality a vSechny se gy na stejné mat@é hornig —
kyselotvorné Zule, fize byt zvySena kyselogtst&éné odrazem také této stanovistni

charakteristiky.

Na Obr. 2 je zavislostiglnich denitrifikatoh na pH exponencialni nejspise proto,
Ze optimum tohoto typu bakterii se pohybuje v r@nfch hodnotach (Tate 2000,
Yatong 1995, Simek and Hopkins 1999). V kyselémspedi je omezena funkce
citlivych reduktaz (Kiaak 2004). B zvySovani pH nad 5 @ty denitrifikatomt zatnou

viv s

dostupnych zZivin, jak ukazuje Tab.2.

Rizny paet nirK bakterii v @dnich horizontech f¥e byt ogt potvrzenim
piedpokladu o vlivu pH na denitrifikatory. Snizené pHumusovém horizontu mohlo
mit za nasledek Ubytek denitrifikatiorkteti jsou na zmanu pH citlivi (Mdller et al.
1980). Na druhou stranu, n&test bakterii k zené¢ pH na lokali¢ PL by mohla
znamenat, Ze spalenstvo denitrifikatak se gizpiasobilo dlouhodob negiznivym
podminkam (Parkin et al. 1985). & denitrifikatoi mohou stej& dolkre kopirovat
obsah vyuZzitelnych Zivin , protoze ty vykazuji dlab. 2 stejné trendy, jako pH.

Rozdily mezi PL a JH by mohly reflektovat kalamistav PL po poskozeni
karovcem, kdy doslo k odlesni lokality. JH byly také postizeny odumiranimostfi,

ale jen jednotlivych exempt& nikoli v takovém rozsahu, jako PL. Tyto vysledy
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mohly nazna&ovat, Ze pestozenirK bakterie byvaji ve &tSi mie zastoupeny ve volné
pudé, nez v rhizosfée, miZze na & odunteni lesa mit podobny vliv, jako na zastoupeni
nirS, u kterych je v ipad odlesrgni predpokladan pokles petnosti.

VySSi zastoupenhirK ve vrchnich horizontech je tak#&asgji zminovano v
literature jako girozené (Hoffmann et al. 2000, Henrich et al. 198&nyailo and
Huwe 2000) oproti zminkam o posunech ve funkciizapisobeni spokgenstva (Muller
1980).

6 Zavér

Patet nirK denitrifikatnich bakterii zavisi mimo jiné i na pH & poklesu pH klesd i
zastoupeni denitrifikatér Zarove je zastoupenhirK nizSi v humusovém horizontu
nebo se mezi horizonty vyznamneliSi, coz vyvraci nasi hypotézu o nizSicktpoh

denitrifikatori v opadovém horizontu.
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