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1 UvVOD

Sumavsky narodni park (zaloZzen 1991) se nachdzi na jihozdpadé Ceské republiky
a zahrnuje prevainé horské a podhorské Uzemi. Soucasti parku je osm ledovcovych
jezer, z nichi pét se nachazi na ¢eské strané hranic s Rakouskem (Cerné, Certovo, Laka,
Plesné a Prasilské). Jednou z nejpfirozenéjSich a nejzachovalejsich lesnich partii
Sumavy je Trojmezensky prales a okoli Ple$ného jezera v jeho tésné blizkosti (Svoboda
2005, NP Sumava).

Sumava prosla negativnimi ekologickymi zménami v désledku industridlniho
rozvoje regionu. V prabéhu 20. stoleti se, predevsim diky narlstu vyuZiti fosilnich paliv,
zvysily vyrazné emise polutanti NO, a SO, (Kopacek and Vesely 2005). Vlhké
atmosférické depozice dusiku se zvysily z 53-75 mmol/m?/rok (v letech 1880-1950) a7
na priblizné 160 mmol/m?/rok v 80. letech 20. stoleti. Samotné dusi¢nanové depozice
v druhé poloviné 80. let &inily pfiblizné 100 mmol/m?/rok (throughfall) (Kopacek et al.
2001). Aktudlni atmosférické depozice dusiku na Sumavé dosahuji hodnoty 62
mmol/m?/rok, z toho NO; &ini pFiblizné 29,5 mmol/m?/rok (Gdaje z roku 2009, data
poskytl Jifi Kopacek).

V dusledku vysokych kyselych depozic nastaly zmény vchemismu pady —
napfiklad se zvysilo vyplavovani dusicnand z pady (Kopacek et al. 2001), zvysena
kyselost pady také umoZfiuje rychlej§i vyplavovani Ca** a dalsich bazickych kationtd
(Tomlinson 2003).

Vyplavovani NOs z pady narusuje stabilitu a sloZeni pldniho mikrobialniho
spolecenstva. Jednou z nejvice ovliviiovanych skupin mikroorganismG pak mohou byt
denitrifikacni bakterie, které NOs™ vyuZivaji pfi anaerobni respiraci.

Hlavnim cilem prace bylo popsat reakce denitrifikacniho spolecenstva na ménici

se vnéjsi podminky — zvySeny prisun dusi¢nan( a teplotu inkubace.

Pracovni hypotézy:
- Zvyseny pridavek dusi¢nant bude mit za nasledek narlst kopii gent
odpovédnych za denitrifikaci v padé.
- PriniZsi teploté budou obsahy denitrifikacnich gend v pldé nizsi, nez za vyssi

inkubacni teploty.



2 LITERARNIi PREHLED

2.1 Denitrifikace

Denitrifikace je alternativni respiraéni metabolismus k ziskavani energie
pfi nastoleni hypoxickych az anoxickych podminek prostredi. Je to disimila¢ni redukce
dusi¢nanu (nitratu, NOs) a dusitanu (nitritu, NO,) v nékolika krocich na plynné
produkty - oxid dusny (N,O) a molekularni dusik (N,) pres intermediator oxid dusnaty
(NO). Reakci katalyzuje funkcni retézec enzymu ztfidy oxidoreduktdz, specifickych

pro kazdy krok reakce (Knowles 1982). Souhrnnd schematicka reakce denitrifikace:

NOsz ->NO, -> NO -> N,0 -> N,

Denitrifikacni bakterie jsou prevainé schopny béiného aerobniho vyvoje
s vyuzitim kysliku jako akceptoru elektronli ve svém energetickém metabolismu, a
proto jsou oznacovany za substratové nespecifické (Valera and Alexander 1961,
Knowles 1982). Pro nastartovani denitrifikace je klicovy nizky obsah kysliku, jakmile
zacne byt pro bakterie limitni, pfechazeji na anaerobni respiraci (Bedmar et al. 2005).
Koneénymi akceptory elektront se nasledné stavaji jiné slouceniny, nez vzdusny kyslik.
V denitrifikaci jsou to oxidované slouceniny dusiku (Desnues et al. 2007, Braker et al.
1998). Molekuly NO, byvaji okamzité preménovany na NO a N,O, na N, pak jen ¢ast
N,O (Simek 1998).

Denitrifikatofi se fadi mezi bakterie nejriznéjsich fylogenetickych typa, ale
fukéné jsou to prevazné fakultativni aerobni chemoorganotrofové (Tate 2000, Desnues
et al. 2007). Jejich zastupci pochazeji ze vSech hlavnich fyziologicky definovanych
skupin kromé Enterobacteriaceae, obligatnich anaerobl a gram-pozitivnich bakterii
(vyjma Bacillus spp) (Braker et al. 1998). Posledni vyzkumy ukazuiji, Ze geny odpovidajici
za denitrifikaci se mohou prendset horizontalnim genovym transferem, ¢imz se
schopnost denitrifikace rozsituje i mezi fylogeneticky vzdalené organismy (Braker and
Tiedje 2003).

Hlavni zajem pfti studiu denitrifikace se soustfeduje na pochody z hlediska
globalnich vlivli produkce sklenikovych plyni na zemskou atmosféru. Denitrifikace je
nejdllezitéjSim procesem uvoliujicim dusikaté slouceniny do atmosféry z hnojenych
zemédélskych (Braker et al. 1998, Dandie et al. 2007) nebo podmacenych puad

(Mathieu et al. 2006). Denitrifikace spolu s nitrifikaci také do atmosféry uvolnuji
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dusikaté plyny z odpadnich vod (Knowles 1982, Braker et al. 1998). Vznikajici NO a N,O
ve vysSich vrstvach atmosféry narusuji ozonovou vrstvu (Conrad 1996). Oxid dusny
(N,0) ma jako sklenikovy plyn 296krat vyssi potencidl, nez oxid uhlicity (CO;) a diky
antropogennim vlivim jeho koncentrace v ovzdusi vzrista (Lashof and Ahuja 1990

in Henderson et al. 2010, IPCC 2001).

2.2 Denitrifikace v opadovém piidnim horizontu

Opadovy horizont je nejsvrchnéjsi vrstva pudy. Denitrifikujici bakterie se tu
nachazeji jen v prostorech s nizkym obsahem kysliku jako jsou vodou vyplnéné padni
pory. Blizkost povrchu s rychle se ménici teplotou i vihkosti nuti organismy zde Zijici
neustale se prizplisobovat a reagovat na nastalé zmény (Desnues et al. 2007).

Denitrifikace probihd v padé v nejvétsim méfitku pravé v opadovém horizontu,
kde maji bakterie nejvydatnéjsi zdroje organickych latek i vychozich dusikatych
sloucenin (Parkin et al. 1985, Henrich and Haselwandter 1997). Vlesni pldé je
v opadovém horizontu také nejvyssi mnoistvi denitrifikatord (Henrich and
Haselwandter 1997). Plati to jak ve zdravém (revitalizovaném), tak v poskozeném lese
(Melichova 2009). Pada v jehlicnatém smrkovém lese byva kyseld diky tézko
rozloziteInému kyselému opadu.

Zmény spolecenstev pldnich mikroorganisml vykazuji vysSi zavislost
mnozstvi srazek nad povrchem pldy (Desnues et al. 2007). Pida je vdanych
parametrech stabilni prostfedi, které vétSinu téchto zmén rdznymi mechanismy
zmirnuje. Jsou to predevsim stalejsi obsah vody a pldni organické hmoty zmirnujici
kolisani teplot i vlhkosti nad povrchem. Stresory v pudé lokdlné pritomné maji
v kratkodobém casovém horizontu (dny) vyssi Gcinek nez vlivy z vnéjSiho prostiedi.
Piada je heterogenni vertikalné (obsah rozloZitelné organické hmoty, teplota, obsah
kysliku) i horizontdlné (kofenovy systém rostlin, biocentra, typ vstupujicich latek).

Henrich a Haselwandter (1997) studovali padni denitrifikaci ve smrkovém lese a
vysledky jsou zobecnitelné: Abundance a aktivita denitrifikatord je vyssi v organickych
horizontech nez v mineralnich. Byl porovnavan pozitivni efekt pridavku nitratl na
aktivitu denitrifikatord v organickém a mineralnim horizontu. Denitrifikace byla vice
podporena v organickém horizontu, a to i bez pridani jinych stimulantd. S pfidanim

glukosy se tento trend jeSté zvySoval. V mineralnich horizontech pozorovali



vyznamnéjsi nardst denitrifikacni aktivity, neZ vorganickych. Zde jsou ovSem
denitrifikatofi i pfi zvySeném pfisunu nitratd limitovani obsahem organické hmoty.
Vys$si abundanci denitrifikator(l ve svrchnich vrstvach pldy také napovida to, Ze
mnozstvi vyvinutého oxidu dusnatého bylo radové vyssi v organickém horizontu. Podle

autoru ve spodnich horizontech nepodlehl denitrifikaci vSsechen pfidany dusi¢nan.

2.3 Faktory prostiredi ovliviiujici denitrifikaci

Vnéjsi podminky prabéhu denitrifikace jsou dulezZité nejen pro samotné enzymy,
které bakterie produkuji (Tab. 1), ale také pravé pro denitrifikdtory samotné. Urcujici je
parcialni tlak kysliku, pfi hodnotach nelimitujicich aerobni metabolismus denitrifikace
témér neprobiha. Pro prabéh reakce samotné jsou hlavni faktory dostupnost Zivin a
substratu pro denitrifikaci. Ty urcuji podil r- a K-strategickych funkénich skupin
ve spolecenstvu (Dandie et al. 2007, Stenstrom et al. 2001). DalSim klicovym faktorem
jsou pH a teplota, a to predevSim z hlediska sloZeni denitrifikacniho spolecenstva
(Conrad 1996).

Pady obecné odpovidaji za priblizné 70 % vstupu N,O do atmosféry (Conrad
1996). Lesni pady jsou povaZovany za vyznamné zdroje N,O. Emise z temperatnich lesu
jsou odhadovany na 0,7 — 1,5 Tg N/rok (Schulze and Mooney 1994). Denitrifikace spolu
s nitrifikaci jsou odpovédné za nejvyssi produkci N,O z pad ve vétsiné terestrickych
ekosystémU (Knowles 1982, Henrich and Haselwandter 1997). Nitrifikace ma vliv
na pomér N,O / N,.

Tab. 1 Geny kodujici katalyticka mista enzymU odpovidajici za jednotlivé kroky denitrifikace

krok denitrifikace enzym gen
) ) nitrat reduktdza Nar nebo Nap
NOs3 -> NO, (EC 1.7.99.4) NarG nebo NapA
) dva typy nitrit reduktazy Nirk , .
NO. ->NO (EC1.7.1.4) a NirS (EC1.7.2.1)  irknebo Nirs
NO -> N>O reduktdza oxidu dusnatého Nor  NorB nebo NorC tedy
2 (EC 1.7.99.7) cytochrom b nebo ¢
N,O > N, reduktdza oxidu dusného Nos NosZ

(EC 1.7.99.6)

2.3.1 Kyslik
Velmi dilezitym faktorem prostredi ovliviiujicim rychlost denitrifikace je obsah
kysliku v padnim profilu (Henrich and Haselwandter 1997, Berks et al. 1995, Tate 2000,

Davidson and Swank 1986). Kyslik je vyhodné&jsim terminalnim akceptorem elektront
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nez NO3; a NO, (Tate 2000). Je jednim zinhibi¢nich faktord nejen pro funkci
denitrifikacnich enzym, ale také jednim z regulatori exprese gend kodujicich dané
enzymy (Conrad 1996, Henrich and Haselwandter 1997). Takto je zajisSténa i kontrola
spousténi denitrifikacniho metabolismu — produkty genU fidicich expresi potiebnych
enzymU odpovidaji také za spousténi metabolickych pochodl za mikroaerobnich a
anaerobnich podminek (Bedmar et al. 2005, Betlach and Tiedje 1981). Stejné reduktazy
vykazuji v rlznych bakteridlnich kmenech rtznou citlivost na koncentrace kysliku
(Conrad 1996, Berks et al. 1995).

Obsah kysliku odpovidajici 0,2 - 0,5 mg 02/l vody jiz redukuje vyznamné rychlost
denitrifikace (Haandel and Lubbe 2007). Castle a kol. (1998) povazuji za anaerobni
podminky az 5% obsah kysliku ve vzduchu nad inkubovanou pldou, kde byl jesté
prokdzan vliv na evoluci N,O jako hlavniho ukazatele denitrifikacni aktivity.

Pfi nadlimitnim obsahu kysliku byla reakce zaznamendna pouze u aerobnich
denitrifikatorl, kterych je ovSem jen zlomek z celého denitrifikacniho spolecenstva.
Aerobni denitrifikace ovSsem casto bézi v pripadé, Ze zdroje neumoznuji bakterii plné
vyuzit aerobni formy zisku energie (Robertson and Kuenen 1990). | u aerobnich
denitrifikatord ¢asto béZi zarover aerobni metabolismus a denitrifikace - metabolismus
bakterie se na hrani¢ni koncentraci kysliku mize ,prepinat” z aerobniho na anaerobni
a zpét (Zumft 1997). Denitrifikace v aerobnich podminkdach bézi pomalu a ¢asto vyuziva
produktl nitrifikace, kterd stémito procesy bézi soucasné. | rychlost aerobni
denitrifikace je vyssi za snizenych koncentraci kysliku (Robertson and Kuenen 1990,
Chen et al. 2003). Enzymy v aerobni denitrifikaci mohou byt pozlstatkem
z anaerobnich podminek (Zumft 1997).

Obsah kysliku v pdé je urcujici pro spusténi metabolismu denitrifikator(, ale zda
se, ze ma svUj specificky vliv i na pomér N,O a N,: pfi mikroaerofilnich podminkach je
do jisté miry snizena denitrifikacni aktivita, nejcitlivéjsi enzym katalyzujici preménu
N,O -> N, je inhibovan a zdroven nitrifikatofi maji nedostatek kysliku pro vlastni
metabolismus.Tak se v obou metabolickych pochodech zvysi podil vyvijeného N,O.
(Betlach and Tiedje 1981, Klemedtsson et al. 1988, Knowles 1982, Conrad 1996, Tate
2000)

2.3.2 Teplota
Teplota v padé kolisa daleko méné kolem pramérné teploty, nez v atmosfére

nad padnim povrchem. Je to predevsim diky plGdni vihkosti, proto jsou v nékterych
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ohledech vlivy teploty i vihkosti na pldu provazané. Nizkd teplota obecné snizuje
aktivitu mikroorganismu a také se zpomaluje tok latek v pddnim roztoku (Davidson and
Swank 1986, Andersson and Nilsson 2001). Pfi nizSich teplotach se vsak zaroven
zvysuje rozpustnost plynl v pddnim roztoku (ovSem distribuce NO a N,O je dllezZita jen
pro Cast denitrifikatora).

Teplotni optimum denitrifikator(i se pohybuje mezi 25-35 °C (Brady and Weil
1999) v zavislosti na ekosystému (podle Haandel and Lubbe 2007 az 40 °C).
Denitrifikace samotnd probihd v rozpéti 0 — 75 °C. S teplotou nad optimem ale rychlost
denitrifikace rychle klesd — bakterie jsou citlivéjsi na pfilis vysokou teplotu nez na pfilis
nizkou. Pri mérenich v pfirodé vykazuji denitrifikdtofi nizkou zavislost na teploté
v porovnani s jinymi faktory prostrfedi (Henrich and Haselwandter 1997). Davidson a
Swank (1986) nepotvrdili zavislost na teploté v laboratornich podminkach, prestoze
in situ byla v jejich pozorovanich silna. V in situ podminkach autofi nedokazali rozlisit
produkci N,O od difuze.

S vyssi teplotou se dafi lépe zachovavat vyssi obsah dostupného dusiku v padé
(Tate 2000, Berg and Laskowski 2006).

Vzhledem k tomu, Ze v pfirodé je plada pfri nizsich teplotach v chladnych mésicich
také vlh¢i a v letnich mésicich naopak, vlivy téchto dvou parametri (teplota a vihkost)
se mohou navzajem rusit (Davidson and Swank 1986).

Nizké teploty zvy3uji produkci N,O na Ukor N,. Oquist a kol. (2007) pfi teplotach
pod nulou potvrdili N,O jako jediny produkt denitrifikace. Szukics a kol. (2010)

vysvétluji tento nardst citlivosti reduktazy oxidu dusného na nizké teploty.

2.3.3 pH

Padni pH je vyznamné z hlediska optimalnich podminek pro rist denitrifikatora a
dostupnosti zivin. Vyssi obsah NO3™ pH snizuje. Denitrifikacni rychlost je stanoviStnim
pH vyznamné ovliviiovana (Miiller et al. 1980).

Optimum pro denitrifikacni bakterie se pohybuje v neutralni oblasti.

Redukéni déje probihaji nejrychleji mezi pH 7 a 8 (Tate 2000, Simek and Hopkins
1999, Schulze and Mooney 1994, Valera and Alexander 1961). Denitrifikace probiha
vrozmezi pH od 2,8 do 9, pfi poklesu pH pod 6 klesa rapidné pocet denitrifikatortd
v plidé a pfi pH 5 se denitrifikace zpomaluje (Melichova 2009, Schulze and Mooney
1994). Liu a kol. (2010) zkoumali vliv pH na pocty kopii denitrifikacnich genl v pudé a

dosli k vysledku, Ze nejrychleji stoupaji pocCty pfi naristu pH ze 4 na 6,1.



Nizké pH ve smrkovych lesich mlze byt jednim zlimitnich faktor( aktivity
denitrifikacnich mikroorganism@ (Mdller et al. 1980, Klemendtsson et al. 1977).
Zaroven se zpomaluje ¢innost enzymu katalyzujiciho posledni krok denitrifikace a tim
se zvySuje pomér N,O / (N,O+N,). Na druhou stranu v dlouhodobé kyselych pidach se
mohou bakterie pfizplsobit podminkam a vykazovat posun optima do nizsich hodnot
pH (aZ 3,9 podle Parkin et al. 1985, Simek et al. 2002). Stanovistni pH ma vyznamné&;si
vliv na pocetnost denitrifikatord, nez na celkovou populaci vSech bakterii (Valera and
Alexander 1961), ale mUzZe to byt také zprostfedkovany vliv pH prostifednictvim snizené
dostupnosti uhlikatych slouc¢enin (Parkin et al. 1985). Valera a Alexander (1961)
sledovali velikost populace denitrifikatorl v environmentalnich vzorcich a produkci
N,O a N, vzavislosti na pH. VpH 4 byli denitrifikatofi pfitomni. V pH 5 bylo
denitrifikator( pfitomno vice, ale denitrifikace neprodukovala méfitelna mnozstvi N,O
a N,. VpH 6 byla populace denitrifikdtorlh vysokda, aZ tretina denitrifikatorQ
produkovala N,0 a N,. Pozitivni korelace pH a poctu denitrifikatord nabyvala hodnot
od 0,66 do 0,97.

S nizSim pH se zvysSuje pomér ve prospéch N,O, a to pfi denitrifikaci i nitrifikaci
(Henrich and Haselwandter 1997, Klemedtsson et al. 1988). N,O byl dokonce uvadén
v kyselych pudach jako jediny plynny produkt diky této inhibici (Sitaula et al. 1995,
Henrich and Haselwandter 1997). Casto jsou to lesni pady, které jsou kyselé natolik, Ze
je vnich produkce N, potlacena (Schulze and Mooney 1994, Sitaula et al. 1995).
Inhibice kroku N,O -> N, podle rliznych autord nastava v rliznych hodnotach pH, ale je
zfejmé, Ze pod hodnotou pH 4 se jiz vliv acidity projevuje. Valera a Alexander (1961)
popsali jako hrani¢ni pH 5 a hodnoty vyvijeného plynu N, v plidach o vyssi kyselosti jiz
oznacili za nevyznamné. Jini autofi uvadéji jako limitni pH 4, kdy je jiz jedinym
hodnoty pH ve studiich jsou pak doprovazeny i ubytkem samotného N,O (pH 2,5 a 3

podle Sitaula et al. 1995), coZ odpovida inhibici celé denitrifikacni aktivity v padé.

2.3.4 Obsah nitrata v pudé

Nejlépe vyuzZitelné jsou pro mikroorganismy slouceniny N, které jsou rozpustné
ve vodé, tedy jednoduché a lehce rozlozZitelné. Ty jsou také v pudé dobre pohyblivé
ve vodném roztoku (Zsolnay et al. 1999). Jejich koncentrace v plidé se méni odbérem

rostlinami, vyplavovanim a vyuzivanim dalSimi mikroorganismy.



Jednou 1z nejdllezitéjSich podminek ovliviujicich denitrifikaci je dostupné
mnozstvi vstupniho reakéniho substratu, kterym jsou NO3” nebo NO,. NOs™ je z téchto
dvou energeticky vyhodnéjsi diky vysokému redox potencialu reakéniho paru NO;™ ->
NO, (Tate 2000). Dostatek dusikatého substratu nebo produktu predchozi reakce je
také potrebny pro optimalni expresi genl odpovidajicich za syntézu denitrifikacnich
reduktdz. Nékteré ztéchto genld mohou zvySovat téZ svoji expresi za pritomnosti
produktl reakce v prostredi (NO,’, NO) (Bedmar et al.2005).

Snizeni rychlosti denitrifikace nizs$i dostupnosti NOs bylo potvrzeno
laboratornimi experimenty (Parkin et al. 1985). Takto muZe byt rychlost reakce snizena
zejména v lesich s nedostatkem dusiku (Henrich and Haselwandter 1997, Schulze and
Mooney 1994). Na druhou stranu denitrifikatofi neuméji zuzitkovat prudky nardst
obsahu NO3™ v padé napt. po holoseci. Limitni obsah NO3™ pro denitrifikaci predstavuje
0,5 mg NO3™-N/I (Schulze and Mooney 1994).

Potrebou pfisunu NO3  a NO,” mlZe byt denitrifikace zavisla na nitrifikaci, ktera je
ji schopna tyto latky poskytovat. Limitace nitrifikace v pH pod 6 se tedy muzZe projevit
v nizsim pfisunu NOs a NO, pro denitrifikatory. V kyselych pidach, které nejsou
saturované NOs , mUZe byt denitrifikace silné inhibovana (Haandel and Lubbe 2007).

Podil N,O je kladné zavisly na obsahu nitrat, ktery také prospiva vlastni
denitrifikaci (Sitaula et al. 1995). Nejvice pozitivni efekt na produkci N,O méa dostatek
nitratd i zdroje uhliku (Henrich and Haselwandter 1997, Weier et al. 1993).

2.3.5 Organické slouc¢eniny

Denitrifika¢ni bakterie jsou prevainé organotrofové (Henrich and Haselwandter
1997). Limitnim faktorem tedy muzZe byt i zdroj uhliku, ktery je pro Zivot nezbytné
dllezity. Uhlikaté slouceniny predstavuji pro denitrifikacni spolecenstvo zdroj
elektrond v energetickém metabolismu, ktery konéi odevzdanim elektronu
oxidovanym dusikatym sloucenindm (Haandel and Lubbe 2007). Aktivitu denitrifikatord
ovliviiuje mnozstvi, ale i sloZzeni puadni organické hmoty, vidy jsou vyhodnéjsi lépe
preménitelné zdroje uhliku v podobé jednoduchych sloucenin. Druh donoru elektront
pro vlastni respiracni denitrifikaci mGze ovliviiovat pH optimum jednotlivych enzymu
(Kunak 2004).

V kyselych  pGdach se snizuje  dostupnost organickych  sloucenin
pro denitrifikatory (Parkin et al. 1985). V lesnich padach se limitace uhlikem projevuje

¢astéji (Henrich and Haselwandter 1997). Tvorba a srazeni nerozpustnych sloucenin,
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adsorpce na jilové materiadly a tvorba komplex( s vicevazebnymi kationty jsou hlavni
mechanismy vazani organickych sloucenin v kyselé pldé (Greenland 1971). V extrémné
kyselych pldach se vyvazovani organickych sloucenin zucastiuji ionty hliniku
(Tomlinson 2003). Nizky obsah organickych sloucenin vede kvyssi produkci N,O

na Ukor N, (Weier et al. 1993, Simek 1998).

2.3.6 Vlhkost

Vihkost pudy urcuje uhrn srazek na stanovisti, sklon svahu, na kterém se lokalita
nachazi, pokryvnost a funkéni typ flory. ZvySena vlhkost pady a vodni prostredi
v plidnich porech napomahaji anaerobité. Také je s vyssi vihkosti pldniho substratu
umoznén vyssi udrzitelny obsah dostupného dusiku (Tate 2000, Berg and Laskowski
2006).

Zvysend vlhkost podporuje dostupnost organickych slouéenin, nitrifikaéni a
mineralizacni potencial a sniZuje difusni poméry padnich plyn (Davidson and Swank
1986). Diky snizeni difusniho pohybu plynd v ovlihéené pidé mliZze dochazet k zadrzeni
N,O a diky tomu k podhodnoceni denitrifikacni aktivity. Szukics a kol. (2010) ve svém
experimentu s nirK denitrifikdtory popsali vyraznou zavislost na obsahu vody a pfimo
pocet kopii genu vzrlstal s narUstajici vihkosti media, dokud nenastala limitace
obsahem NO;3".

Vysoka vlhkost zvySuje podil produkovaného N, z puady, ale pri snizenych
difusnich podminkach to mize také znamenat pouze zdrzeni N,O v pidnim roztoku a

vyplaveni (Davidson and Swank 1986).

2.3.7 Délka inkubace

Délky inkubaci pldy za ucelem studia denitrifikacni aktivity se rGzni. Kratsi
inkubace (v fadu hodin) mGze mit vyhodu v tom, Ze presnéji zaznamena reakci bakterii
pfimo na danou pouzZitou metodu (pfidavek), ale musime pocitat sefektem
manipulace s plddou pred zaloZzenim experimentu. Delsi inkubace (v radu dni) a
popripadé rdzné formy predinkubaci se pouZivaji k nastoleni rovnovazinych podminek
po manipulaci s plidou. Je u nich ale nutné zahrnout moznost, Ze spolecenstvo reaguje
rychle a muZe nejbourlivéjsSimi zménami projit pravé v predinkubaci (Szukics et al.
2010). Tento fakt byva casto opomijen. Vzhledem k rychlym reakcim denitrifikatord
pritomnych v Sumavskych padach bylo nutné v experimentu zajistit sledovani zmén jiz

od zacatku inkubace (Melichova 2009, Conrad 1996). (Sitaula et al. 1995, Henrich and



Haselwandter 1997, Watts and Seitzinger 2000, Mathieu et al. 2006, Waldrop et al.
2004)

2.4 Fyziologie jednotlivych kroku denitrifikace

2.4.1 NO3z ->NO2

Prvnimi aktivnimi enzymy v denitrifikacnim procesu jsou nitrat reduktazy —
byly nalezeny u prokaryot i eukaryot, ne vSechny tyto organismy vsak provadéji
pravou denitrifikaci (Gonzélez et al. 2006), tj. celou denitrifikacni drahu. Nékteré tento
krok zahrnuji do disimila¢ni redukce na amoniak (DNRA) (Bedmar et al. 2005, Desnues
et al. 2007, Philippot 2005, Tate 2000) a nékteré ho vyuZivaji v asimilaéni
(nerespiracni) redukci na amoniak, pomoci které mikroorganismy ziskavaji stavebni
dusik pfi biosyntéze (Bedmar et al. 2005, Tate 2000). Studie denitrifikace se proto
¢asto soustreduji az na reakce nasledujici po redukci dusi¢nanu (Dandie et al. 2007,
Philippot 2005).

Pfi denitrifikaci katalyzuji nitrdt reduktdzy dvouelektronovou redukci dusi¢nanu
na dusitan. RozliSuji se na dva hlavni typy, jednim je Nar a druhym Nap. Nasledné se
u kazdé z nich rozlisuje nékolik subtypl (Bedmar et al. 2005, Bru et al. 2007). Nar je
vazana na cytoplasmatickou membranu, kdezto Nap je pfitomna periplasmé (Zumft
1997, Richardson et al. 2001).

Nar byla identifikovdna u proteobakterii, Firmicutes, aktinobakterii a archaei,
zatimco Nap pouze u proteobakterii (Philippot and Hgjberg 1999, Richardson et al.
2001). Proteobakterie schopné redukce dusi¢nanli mohou byt vybavené jak Nar, tak
Nap a dokonce obé&ma typy enzymu najednou (Philippot 2002, Zumft 1997).

Lépe prostudovana je prozatim reduktdza Nar (Bru et al. 2007). Nap ziejmé
z fyziologického hlediska u rtznych skupin bakterii nachazi rGzna uplatnéni (Gonzalez
et al. 2006, Richardson et al. 2001). Reduktazu Nar koduje gen narG. Bylo zjisténo, zZe

jeden organismus muizZe obsahovat jednu az tfi kopie tohoto genu (Philippot 2002).

2.4.2 NO2->NO

Vzhledem k unikatnosti enzym( za ni odpovidajicich je za skutecné pravou
denitifikacni reakci povazovdna az druhd preména, kterou predstavuje
jednoelektronova redukce dusitanu na oxid dusnaty (Bedmar et al. 2005). Tato reakce

je povazovana za klicovou také vzhledem k vzniku prvniho plynného meziproduktu, a
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tim prvnim ztratdm dusiku z pldy do atmosféry. Diky tomuto uprfednostnéni je to
jeden z nejlépe prostudovanych krokl denitrifikace (Desnues et al. 2007).

Tato reakce je katalyzovdna enzymem nitrit reduktdza, Nir. V denitrifikacnich
reakcich se objevuji dva typy nitrit reduktdzy. Cu-Nir, jejiz metalické redox-aktivni
centrum tvori méd, je kodovéna jedinym genem nirK. Druhym typem je reduktaza cd1-
Nir, jejiz ucinnou slozkou je cytochrom-cdl. Jejim redox-aktivnim centrem jsou c-hem a
dl-hem a je kodovana komplexem gent, ktery je pro ucely molekularnich studii
zastupovan genem nirS (Desnues et al. 2007, Castro-Gonzalez et al. 2005, Zumft 1997,
Bedmar et al. 2005).

Jelikoz geny nirK a nirS byvaji v bakteriich na genomové DNA v jedné kopii, lze
pomoci cilené kvantitativni PCR urcit aktualni pocCet obou typl denitrifikatord
ve vzorku celkové vyizolované DNA (Henry et al. 2004, Philippot 2002).

Oba enzymy jsou i pres svoji strukturdlni odliSnost funkéné a fyziologicky
ekvivalentni. Geny nirK a nirS jsou specifické pro danou skupinu bakterii a vyskytuji se
u svych nositel( izolované, nikdy nebyly nalezeny v jednom kmeni ¢i v jedné bakterii
soucasné (Bedmar et al. 2005). Navzdory tomu byly identifikovany i u dvou kmen(
jednoho bakteridlniho druhu (Braker et al. 1998). NirS je mezi denitrifikdtory vice
zastoupen, nirK obsahuje mensi ¢ast z nich. Na druhou stranu nirK Ize najit u vice
taxonomicky, fyziologicky a funkéné vzdalenych skupin nez nirS (Coyne et al. 1989).
NirK gen neodpovidad fylogenetické segregaci podle 16S rDNA, prestoze nirS ano
(Heylen et al. 2006). Horizontdlni prenos nirK genl je moinym vysvétlenim jeho
rozSifenosti i vyskytu v stejnych prostredich nezavisle na taxonomické pfislusnosti jeho
nositelU.

NirK byl identifikovdan u nitrifikanich, halofilnich, fototrofnich bakterii a
u bakterii pseudomondadového typu, dale byl prokazan u symbiotického fixatora dusiku
(B. japonicum), gram-pozitivni bakterie (Bacillus azotoformans) a vodik oxidujici
bakterie (Alcaligenes eutrophus). NirS byl nalezen predevsim ve veliké mite u pocetné
skupiny bakterii pseudomonadového typu, nasledné ale také u Aquaspirillum,
Azospirillum a Flavobacterium (Coyne et al. 1989).

Denitrifikatory typu nirS ovliviuji vyrazné faktory prostiedi jako je obsah kysliku,
dusi¢nanl a samoziejmé i jejich vstupni slouceniny, dusitani (Castro-Gonzalez et al.
2005). Optimalni pH pro prabéh reakce se pohybuje mezi hodnotami 6,3 a 6,5 (Kunak

2004). Denitrifikatofi nirS se zdaji byt vice citlivi na obsah kysliku, nez nirk (Desnues et
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al. 2007, Hallin et al. 2006). Environmentalni regulace exprese enzymu fidicich tuto
reakci v anaerobnich podminkach je prozatim malo prostudovand (Conrad 1996).
Szukics a kol. (2010) také uvadéji obsah vody v pudé jako jeden zvyznamnych
environmentalnich faktort ovliviiujicich nirk denitrifikatory. V neposledni radé zavisi
aktivita enzymU s metalickym aktivnim mistem na dostupnosti stopovych kovl
pro denitrifikdtora (Zumft 1997). Pro nirK a nirS jsou pochopitelné dulezité méd a

zelezo.

2.4.3 NO->N:0

Tento krok denitrifikace je nékterymi také povaZzovan za klicovy vzhledem
k tvorbé vazby mezi atomy dusiku, na rozdil od vazeb s kyslikem dosahovanych
v reakcich predeslych (Braker and Tiedje 2003, Dermastia et al. 1991). Pfesto studium
genl odpovidajicich za expresi katalytickych enzym{ v environmentalnich vzorcich
unikalo do neddvné doby pozornosti (Dandie et al. 2007).

U bakteridIni reduktazy oxidu dusnatého, Nor, jsou rozliSovany opét dva typy
(Zumft 2005). Typ oznacovany cNor vyuziva jako donor elektront cytochrom c (ci
pseudoazurin, dle Bedmar et al. 2005) a typu gNor poskytuje elektrony
chinol/hydrochinol (Zumft 1997, Hendriks et al. 2000, Braker and Tiedje 2003).
Reduktdzu cNor koduji dva geny (cnorC a cnorB), za syntézu gNor odpovida pouze
gnorB (Zumft 2005). Gen gnorB se mUze v bakteriich v ojedinélém pfipadé vyskytovat
ve dvou kopiich — jedna je pfitomna na chromozomu a druhd je soucasti plazmidu
(potvrzeno pouze u jednoho organismu) (Hendriks et al. 2000, Zumft 2005).

Mezi denitrifikatory je béiné pritomen cNor, kdezto gNor byl nalezen i
u nedenitrifikujicich organismu. Zda se, Ze u nich ma funkci detoxifikacniho enzymu
odstranujiciho z bunék cytotoxicky oxid dusnaty, ktery také inhibuje funci
metaloproteinli v bakteridlnich respiracnich tetézcich. gqNor mulzZe fungovat timto
zpUsobem napriklad u patogenli, kde odstraniuje NO produkovany imunitnimi
makrofagy (pf. Neisseria gonorrhoeae aktivuje gNor v hostiteli). V pfirodnim prostredi
mlzZe tento enzym odstrafiovat NO produkovany nitrifikatory, aktinomycetami,
sinicemi, fasami i vySSimi rostlinami. (Conrad 1996, Dandie et al. 2007, Braker and
Tiedje 2003, Richardson 2000)

Conrad (1996) poukazuje na to, Ze vlastni syntéza Nar a Nir nastava jiz béhem
prvnich hodin inkubace, kdezto syntéza Nor mliZze byt zpoZzdéna aZ o den, pficemz je

tedy zpoZzdéna i produkce N,O a v prostredi se mlze kratkodobé hromadit NO. Presto
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v zahrnutych studiich nebylo zohlednéno slozeni spolecenstva ¢i sledovan dalsi osud
produkovaného NO v pfirodnich vzorcich. MoZznost hromadéni NO podporuje vysledek
studie Mesy a kol. (2002), kdy mutanti s nefunkénimi geny nor akumulovali NO
v mikroaerobnich podminkach.

Aktivitu enzymyQ typu Nor opét vyrazné ovliviiuje pH - optimalni pH reduktazy
oxidu dusnatého se pohybuje vrozmezi 7,5 — 7,7 (Kunidk 2004). Produkce N,O byla
doneddvna z hlediska koncentrace kysliku v prostiedi pouze okrajové studovana,
neprobihaly experimenty v anaerobnich podminkach (Firestone and Tiedje 1979, Smith

and Tiedje 1979).

244 N20->N;

Posledni krok denitrifikace zahrnuje vznik trojné vazby mezi atomy dusiku. Tuto
reakci katalyzuje enzym reduktdza oxidu dusného s oznacenim Nos (Bedmar et al.
2005).

Aktivni centrum Nos obsahuje méd podobné jako jeden z typU Nir (Schulze and
Mooney 1994). Enzym Nos je kodovan genem nosZ. Tento gen poslouzil jako cil
pro specifické i Sirokospektralni primery vyvinuté pro ucely molekularnich studii (Henry
et al. 2006, Dandie et al. 2007).

Nos je velmi citlivd na podminky prostfedi a hlavné rdzné chemické latky, cehoz
je Casto vyuzivano ve vyzkumu. Nos prestdva byt aktivni pti pH prostiedi nizsi nez 4 a
také je jeho <d&innost inhibovana latkami jako jsou acetylen, oxid uhelnaty,
kyanoslouceniny, nitrapyrin (agrochemikalie) a dalsi (Schulze and Mooney 1994).

Produktem je plynny dusik, jehoZ narUst je obtizné méfitelny, a tak je tento krok
ve studiich ¢asto zdmérné inhibovan acetylenem (Henrich and Haselwandter 1997).
Mimoto produkci dusiku z plidy mohou ovliviiovat také dalsi skupiny organism(. Valera
a Alexander (1961) kromé denitrifikator popsali jeden typ mikroorganismu tvofici N,,

ale nedenitrifikujici.

2.4.5 16SrDNA

16S rDNA je oznaceni pro usek genetické informace odpovidajici za expresi
retézce 16S rRNA neboli za stavbu ¢asti malé podjednotky ribozomu v bakteriich
(Macrae 2000). Tento gen se nenaléza v jiném organismu, nez v bakteriich, a proto lze
cilenim molekuldrni metodiky na néj podchytit pouze spolecenstvo bakterii ve vzorku

(Dandie et al. 2007).
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S pomoci analyzy variant tohoto genu lze odvozovat fylogenetickou pribuznost
bakteridlnich kmenu a z tohoto hlediska i posuzovat podobnost spolecenstev v riznych
pfirodnich podminkach. Diverzita bakteridlniho spolecenstva je nejcastéji studovana
molekularnimi metodami pravé v podani PCR 16S rDNA ve spojeni s gradientovou
elektroforézou (DGGE ¢i TGGE). Jejich vyhoda tkvi vtom, Ze zachycuiji i tu podstatnou
Cast bakterii, kterd je nekultivovatelnd, a proto do zavedeni téchto metod
nestudovana. (Macrae 2000)

Pfestoze kvantitativni PCR poskytuje ve vysledku pocet kopii genu v daném
substratu, neni mozno tyto vysledky pfimo interpretovat, protoze pocty kopii 16S rDNA
genu na buriku se vyrazné lisi (Dandie et al. 2007, Bru et al. 2007). Fogel a kol. (1999)

uvadi, Ze kopii mlze byt az 12, Kandeler a kol. (2006) uvadéji dokonce az 15 kopii.

2.5 gPCR

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) je metoda studia Zivych organism{ pomoci
presné kvantifikace Useku specifického genu ve studovaném vzorku DNA. Vyhoda qPCR
tkvi vrychlosti a umoZnuje analyzovat velké mnozstvi vzorkl. Pfed vyvinutim
molekuldrnich metod nebylo mozné pomoci kultivaénich experimentl zkoumat i
nekultivovatelné bakterie. (Dandie et al. 2007)

Po extrakci celkové DNA z pldniho vzorku dojde pfi PCR k namnoZeni genu
v pritomnosti fluorescencniho barviva, které se vaze na amplikony DNA (tzv. SybrGreen
metoda). Zvysujici se fluorescencni signdl je vkazdém cyklu PCR zaznamenavan
pfistrojem. Kurceni poctu kopii cilového tetézce se pouzivaji standardy o zndmé
koncentraci genu. Ziskand data pfistroj prolozi kalibra¢ni pfimkou, a tak Ize na jejich
zakladé urcit plvodni koncentraci genu v nezndmém vzorku izolované DNA.

Touto metodou nelze rozeznat pravé aktivné denitrifikujici bakterie, protoze
kvantifikace probiha na Useku izolované celkové DNA. Postup nam poskytne informaci
pouze o pritomnosti zkoumaného typu denitrifikatora v piidé, ale uZz ne o tom, zda je
enzym v dany okamzik aktivni.

Také inhibitory jako jsou huminové latky, které se mohou koextrahovat spolu
s DNA, mohou ovliviiovat vysledky. Ve zminiované studii (Henry et al. 2006) byl
k vzorkdm izolované DNA ptidan kontrolni plasmid a jejich fluorescence porovnana
s vzorkem samotného plasmidu. Nebylo zjisténo detekovatelné mnozstvi inhibitord,

které by pozménovaly fluorescencni signal.
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2.6 DGGE

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) byvd casto vyuzivana
pro studium diverzity urcitych skupin bakterii a k nasledné sekvenaci a identifikaci
vybranych band( zdenaturacniho polyakrylamidového gelu. S jeji pomoci lze
porovnavat mezi sebou pribuznost spolecenstev podle hlavnich spolec¢nych zastupcu
nebo prfimym urcenim izolovanych druht organism( (Desnues et al. 2007, Kirk et al.
2004). Primery pro studium spolecenstev denitrifikacnich bakterii jsou v soucasné dobé
stale ve vyvoji a ne vZdy jsou schopny obsahnout celou diverzitu cilovych genli (Nocker
et al. 2006).

Napriklad Throback et al. (2004) provérovali vyuzitelnost nosz, nirK a nirS
cilenych primerll pro studium environmentalnich vzork(. Posuzovali schopnost
primert amplifikovat pravé cilené sekvence genu nirK, nirS a nosZ a také jak Siroké
spektrum denitrifikacnich bakterii svariantami danych gen( primery obsahnou.
Potvrdili efektivitu primerQ pfi vyhledavani cilové sekvence u nosZ a nirK nasledné i
pouZitelnost DGGE. U vsech zkoumanych primer( pak povaZuji za dostatecné i
spektrum amplifikovanych variant gen(.

Nové vyzkumy vsak ukazuji, Ze denitrifikacni geny se prenaseji horizontdlnim
prenosem (Braker and Tiedje 2003), coZ neumoZnuje sledovat vyvoj spolecenstva
pomoci téchto genl. Pro lepsi vystiZzeni zmén ve sloZeni spolecenstev jsou vhodnéjsi
obecné geny jako je 16SrRNA. Ten umoinuje sledovat jak zmény v celkovém
bakteridlnim spolecenstvu, tak i zmény v jednotlivych bakteridlnich podskupinach jako
napt. alfa, betaproteobakterie obsahujici zastupce denitrifikacnich bakterii (Muhling et

al. 2008).

T
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Obr.¢.1 Obrazek gelu denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) pro celkové

bakterialni spoleéenstvo (kap. 4.3)
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3 Materialy a metody

3.1 Popis lokality

Rozsahlé pohofi Sumava je tretihorniho plvodu a jeho geologické podlo#i tvofi
predevsim kyselé preménéné horniny jako jsou Zuly a svory. Prevladajicimi padnimi typy jsou
zde dystrické kambizemé a podzoly na zulovém podloZi (Vesely 1994 in Capek 2008). Piidni pH
mineralnim (3,2 — 4,4) (Svoboda et al. 2006). Roéni Uhrn srazek predstavuje 1200 — 1500 mm
(v roce 2009 ¢inil 1418 mm — Udaj poskytl Jifi Kopacek) a prGmérna teplota se v roce pohybuje
kolem 3,5 az 4°C.

Odbérova plocha v povodi Plesného jezera (PL, 48°46" s.5. a 13°52" v.d.) na Sumavé je
v nadmorské vysce 1090 m n. m. na Uboci hory Plechy (1378 m n. m.) a je z 99 % pokryta vice
nez 160 let starym smrkovym porostem (Picea abies) znacné poskozenym kirovcovou
kalamitou. V podrostu dominuje brusnice borlvka (Vaccinium myrtillus). (Svoboda et al. 2006)

Na odbérovych plochach v povodi Plesného jezera se nachazi v O horizontu primérné

5,5 kg jemnozemé&/m? (Gdaj poskytl Jifi Kara).

3.2 Metody odbéru a skladovani vzorki

Vzorky byly odebrany z opadové vrstvy pudy smrkového lesa, z hloubky 0-2 cm profilu.
Poté, co byla plida presata sitem o velikosti ok 5 mm, byla uskladnéna pro dalsi laboratorni
analyzy v plastovych saccich v mrazicim boxe pti teploté -20 °C. Pred zaloZenim pokusu byla
rozmrazena v chladicim zafizeni pfi teploté 4°C. Ze tfi odbérovych mist byl smisenim 200 g

opadového horizontu vytvoren smésny vzorek pro inkubacni pokus.

3.3 Podminky inkubace a chemické analyzy

Inkubaéni experiment byl naplanovan tak, aby podminky pribéhu co nejlépe odpovidaly
pfirodnim podminkam pudvodniho stanovisté. Pfidavek dusi¢nan(l predstavoval tydenni vihkou
atmosférickou depozici odpovidajici imisni situaci vroce 1985 (0,36 umol N/g susSiny
opadového horizontu) (Udaje poskytla Karolina Tahovska).

Do 104 NTS lahvi (100ml ) bylo ze smésného vzorku odebrano 5 g pldy. Pro simulaci
srazek byl kazdy vzorek v NTS lahvi ovlh¢en 2 ml roztoku 5 ug NO;3-N/g suché pudy (0,36 umol
N/g susiny - simulace depozic) a nebo pouze 2 ml vody (kontrola). Poté byly NTS lahve
uzavreny pryzovou zatkou.

Pfed vlastnim zahdjenim inkubace byly vzorky proplachnuty heliem k zajiSténi
anaerobniho prostredi. Poté bylo po 52 vzorcich (26 x 2 prava opakovani) vloZzeno do dvou
inkubator(i (SANYO, MIR-253) s prfednastavenymi teplotami 0°C a 10°C (simulace zimnich a
letnich primérnych teplot).
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Odbéry vzorkd probihaly likvidaénim zplsobem v ¢asech od 1 h do 7 dn0 (pril. ¢. 1 -
rozpis odbérd). lhned po odebrani byl méren obsah vyvijeného N,0. Nasledné byly z kazdého
vzorku odebrany 2 g plGdy do kryozkumavek a uchovany v mrazicim boxe pfi teploté -80°C
pro molekularni analyzy.

Zbylé 3 g kazdého vzorku po inkubaci byly uzZity po pfidani 30 ml 0,5 M K,SO, vyluhu
pro zjisténi obsahu rozpustnych forem C a N (TOC/TN analyzator SKALAR FORMACS HT) a iont(
NO; a NH," (FIA, QuickChem 8500, Lachat Instruments, USA). Obsah DIN byl uréen jako soudet
obsah(i NO;” a NH," a obsah DON byl spo&itan jako rozdil DN a DIN. Obsah Ci @ Nio; byl zméfen
v mletém vzorku pldy (NC Thermo-Quest, Germany). Dale bylo ve vyluhu K,SO,; zméfeno

vyménné pH.
3.4 Molekularni analyzy

3.4.1 Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Extrakce DNA zpldy byla provadéna pomoci kitu Epicentre dle pokynl vyrobce.
Pro zvySeni mnozstvi izolované DNA byla hmotnost vzorku plGdy pouZitého pro extrakci
upraveno na 250 mg. Vzhledem k tomu, Ze pUGdni bakterie maji silnou bunéénou sténu, bylo
k vzorku pldy pro izolaci pridano 350 mg sklenénych kulicek o pridméru 0,5 mm a 350 mg
opriiméru 0,1 mm, a po inkubaci s proteinasou K pfidan krok zahrnujici 30 sekund bead-
beatingu (45 Hz, MiniBeadBeater, Biospec Products, USA). V extrahovanych vzorcich byla
stanovena koncentrace DNA metodou méfeni SybrGreenové fluorescence.

Po amplifikaci vzorkd pomoci qPCR byla pozadovand velikost fragmentll DNA
zkontrolovana na 2% agarosovém gelu pfi elektroforéze (100 V, 60 min).

Pomoci gqPCR byly ndsledné stanoveny obsahy 16S rRNA genu, narG genu, nirS genu a
gnorB genu. Podstatné casti metodiky qPCR a pouZité primery pro stanoveni geni jsou
prevzaty z praci Lopez-Gutiérrez et al., 2004 (narG), Thréback et al., 2004 (nirS), Braker and
Tiedje, 2003 (gnorB) a Lopez-Gutiérrez et al., 2004 (16S rRNA) s malymi optimalizacnimi
Upravami. Amplifikace usekl DNA byla provedena na pfistroji StepONE RealTime PCR System
(AppliedBiosystems, USA). Standardni kfivka byla vytvofena desitkovym Fedénim
linearizovaného plazmidu obsahujiciho dany gen. Byly pouzity degenerované primery (Tab. 2).
Pro PCR byla pouZita reak¢ni smés FastStart Universal SYBR Green Master (Roche, Germany) a
detekce amplifikované DNA SybrGreenem. Velikost amplifikovanych Usek( DNA byla potvrzena

na 2% agarosovém gelu pfi elektroforéze (100 V, 60 min).
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Tab. 2: Charakteristika pouzitych primer(

gen oznaceni délka ampl. useku | sekvence (5'- 3")
narG1960m2f TA(CT)GT(GC)GGGCAGGA(AG)AAACTG
narG 173 bp
narG2050m2r CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGTT
nirScd3aF GT(CG)AACGT(CG)AAGGA(AG)AC(CG)GG
nirS 365 bp
nirSR3cd GA(CG)TTCGG(AG)TG(CG)GTCTTGA
qnorB2F GGNCAYCARGGNTAYGA
gnorB 262 bp
qnorB5R ACCCANAGRTGNACNACCCACCA
16S | 341f CCTACGGGAGGCAGCAG
174 bp
rRNA | 534r ATTACCGCGGCTGGCA

3.4.2 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

PCR byla provedena metodou nested PCR (Muhling et al. 2008). Kvalita PCR produkt(
byla ovéfena elektroforézou na 1,5% agarozovém gelu (8V/cm, 45min). DGGE PCR produkt(
byla provedena na 8% (w/v) polyakryamidovém gelu denaturaty mocovinou a formamidem.
Denatura¢ni gradient pro vSechny tfi skupiny (all bacteria, alphaproteobacteria,
betaproteobacteria) byl vrozmezi 40-60%. Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru pfi 60°C,
60V, 18h na pristroji DCode System (Biorad Co., USA). Gely byly poté obarveny SybrGreen
roztokem (Sigma Aldrich) po dobu 1h.

3.5 Zpracovani dat

Ziskana data byla vyhodnocena v programech Microsoft Excel (Office 2007), SteOne
Software v. 2.0 (data zgPCR) a v programu Statistica v.9 (BACI, korelaéni matice, t-test).
Obrazova analyza pro DGGE byla provedena v programu Quantity One (Biorad Co., USA).
Statistické zhodnoceni diverzity probéhlo na zakladé pfitomnosti ¢i nepfitomnosti bandu

pomoci programu Canoco 4.0 (multivariacni PCA analyza).
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4 VYSLEDKY

4.1 Chemické parametry

4.1.1 Zakladni chemické charakteristiky pouzité pady

Tab.3 Vybrané chemické parametry opadového horizontu odbérové plochy u PleSného jezera

(v zdvorkach uvedeny smérodatné odchylky, uvedené jednotky jsou vztazeny na g susiny)

Crot Niot Cio/Niot | DOC DN NH4s-N | NOs-N
mmol/g | mmol/g umol/g umol/g umol/g umol/g
38,2 1,42 26,98 69,42 70,6 40,33 8,73
(0,03) (0,00) (8,9) (13,71) | (7,7) (0,98)

4.1.2 Zmény pH v prubéhu inkubace

Mérené pH pudy se béhem inkubace s teplotou ani pfidanymi nitraty prikazné neménilo
(BACI, F(5, 10)=1,82, p=0,2 pfi zvolené p=0,05). Jeho primérnd hodnota byla 3,75 (n=24,
smér.odchylka=0,04).
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4.1.3 Produkce oxidu dusného

Mnozstvi plynného N,O béhem inkubace narlstalo (Graf ¢.1 a 2). V kontrolnich

vzorcich byly koncentrace N,O vyssi oproti pridavku béhem prvnich tfi dnd inkubace.

Nebyly nalezeny prikazné rozdily mezi kontrolou a variantou s pridavkem pfi 0°C ani

10°C na konci inkubace (bod po 140 h inkubace, t-test, p=0,92 resp. 0,89 pfi zvolené

p=0,05).

N,O, 0°C
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1,40
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umol N20-N/g susiny

040 +———— !
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0,00 - =
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168

e 5 pidavkem

kontrola

Graf ¢.1 Porovnani narlstu obsahu N,0 po pfidavku a v kontrole pti 0°C

Koncentrace N,O v obou variantach pfi 10°C (Graf ¢.2) rychleji narlstala a

na konci inkubace dosahla u obou variant vice nez dvojnasobku vyprodukovaného N,O

pfi teploté 0°C (Graf ¢.1).
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Graf ¢.2 Porovnani narlstu obsahu N,0 po pfidavku a v kontrole pfi 10°C
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Rychlost tvorby N,O (rN,O) béhem prvnich dvou dnl inkubace kolisala a
v nasledujicich dnech zacala klesat (Graf ¢.3 a 4). Vyssi rychlost narlstu byla
pozorovana u kontrolnich vzork(. Zpomaleni nardstu koncentrace po pridavku i

v kontrole nastalo dtive pfi 0°C (Graf ¢.3). Na konci inkubace byla rN,O u obou variant

pfi 0°C shodna.
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Graf ¢.3 Porovnani prlbéhu rychlosti produkce oxidu dusného po ptidavku a v kontrole
pfi 0°C (n=12, smér. odchylky: s pfidavkem=0,002, kontrola=0,003)

Vyssi rN,O po pridavku i v kontrole byla pozorovéna pfi inkubaci v 10°C (Graf ¢.4).
Rychlost produkce N,O pfi 10°C u obou variant po prvni dva dny inkubace mezi vykyvy
narlstala. Nasledny pokles rychlosti byl rychlejsi v 10°C (Graf ¢.4) u obou variant oproti
vyvoji v 0°C (Graf ¢.3). Na konci inkubace byla rN,O u obou variant pfi 10°C shodnj, ale

oproti hodnotam pfi 0°C dvojnasobna.
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Graf ¢.4 Porovnani prlbéhu rychlosti produkce oxidu dusného po ptidavku a v kontrole
pfi 10°C (n=12, smér. odchylky: s pfidavkem=0,006, kontrola=0,006)
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4.1.4 Zmény koncentrace dusi¢nanu v pidnim vyluhu

Obsah NO3™-N pfti 0°C zlstaval béhem inkubace s nepatrnym poklesem pfiblizné
na puvodnich hodnotach (Graf ¢€.5). Vykyvy obsahu NO3™-N v prvnim dni inkubace byly

extrémnéjsi u faze s pridavkem pfi obou inkubacnich teplotach.
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X
Z 8,00
[]
§
= 6,00 e 5 pFidavkem
§ 4,00 kontrola
2,00
0,00 T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168
t (hodiny)

Graf ¢.5 Porovnani prlbéhu koncentrace dusi¢nanového dusiku po pridavku a v kontrole
pfi 0°C
PFi 10°C obsah NOs-N béhem inkubace klesnul vyznamné vice, nez pti 0°C (BACI,
F(6,12)=32,7, p=10'6 pfi zvolené p=0,05), vkontrolnim vzorku klesnul vice, nez
ve vzorku s pridavkem (Graf ¢.6). Obsah dusi¢nanl v pidé se v pribéhu inkubace

pfi obou teplotach snizil (BACI, F(6, 12)= 3,69, p=0,036 pti zvolené p=0,05).
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Graf ¢.6 Porovnani prlbéhu koncentrace dusi¢nanového dusiku po pridavku a v kontrole
pti 10°C
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4.1.5 Zmény obsahu celkového rozpustného dusiku

Obsah rozpusténého dusiku prochazel v prvnim dni inkubace vyraznymi vykyvy,

pricemz obsah dusiku ve fazi s pridavkem byl v obou teplotach v pribéhu celé inkubace

vysSi (Graf €.7 a 8). Statisticka analyza nepotvrdila ani trend vyvoje obsahu dusiku

v Case ani vyznamny vliv pfidavku dusi¢nant na celkovy obsah rozpustnych forem

dusiku v prlibéhu experimentu.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

DN umol N/g sus

DN, 0°C

A

/~\

24

48

72 9% 120

t (hodiny)

144

168

s pfidavkem

kontrola

Graf ¢.7 Porovnani prlbéhu obsahu celkového dusiku po pfidavku a v kontrole pfi 0°C

Pfi 10°C dosahoval DN v kontrole vyssSich hodnot, nez pfi 0°C. Obsah DN

v kontrole tak pfi 10°C Castéji odpovidal obsahu po pridavku (Graf ¢.8).
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Graf ¢.8 Porovnani prlibéhu obsahu celkového dusiku po pfidavku a v kontrole pfi 10°C
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4.1.6 Zmeény obsahu rozpustnych forem uhliku

Kontrolni vzorky obsahovaly vice rozusténého uhliku neZz vzorky po pfidavku pfi 0°C

(kromé vykyvu vzorku po pfidavku v bodé po 54 h inkubace). Koncentrace DOC se v kontrole

béhem inkubace pfi 0°C zvysila, naopak po pfidavku se celkové mirné snizila (Graf ¢.9). Byl

prokazan silny vliv pfidaného dusi¢nanu a zaroven délky inkubace na narist obsahu uhliku

v pGdnim vyluhu (BACI, interakce, F(6, 12)=8,26, p=0,001 pfi zvolené p=0,05).
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Graf ¢.9 Porovnani prlibéhu obsahu celkového uhliku po pridavku a v kontrole pfi 0°C

Na rozdil od inkubace pfi 0°C se koncentrace DOC celkové zvysila pfi 10°C

u kontroly i ptidavku. V kontrolnich vzorcich byly koncentrace rozpustného uhliku

po celou dobu inkubace vyssi (kromé vykyvu v bodé po 54 h inkubace) (Graf ¢. 10).
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Graf ¢.10 Porovnani prabéhu obsahu celkového dusiku po pridavku a v kontrole pti 10°C
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4.1.7 Zmény koncentrace amoniaku v ptudnim vyluhu

Obsah NH."-N se mezi vykyvy pohyboval pfiblizné na poé&ate¢nich hodnotach
(Graf €.11). Pfi 0°C byl jeho obsah nizsi po celou dobu inkubace. Zadny ucinek
pridanych dusi¢nanll na obsah amoniaku nebyl prokazan (BACI, F(6, 12)=2,36, p=0,097

pfi zvolené p=0,05), pouze vykyvy byly vyraznéjsi u faze s pridavkem pfi obou

teplotach.
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Graf ¢.11 Porovnani priibéhu obsahu amoniakalniho dusiku po pfidavku a pti kontrole
pfi 0°Ca 10°C

4.1.8 Analyza vzajemného propojeni vyvoju chemickych parametri

Mnozstvi produkovaného N,O korelovalo v kontrole pfi 0°C s DOC (r=0,76, Tab.4)
oproti pridavku, kde tato zavislot nebyla pozorovana. Didle N,O silné korelovalo
v kontrole (Tab.6) i po pridavku (Tab.7) pfi 10°C negativné s NO3™ (r=-0,89 resp. -1,00).
Korelace N,O s DON a DON/DIN po ptridavku pfi 10°C dosahovala hodnot -0,78 a -0,83.

Rychlost produkce rN,O korelovala pfi 0°C v kontrole negativné s DOC/DN
(r=-0,85, Tab.4) a po pfidavku sDN (r=-0,79, Tab.5), pfi 10°C korelace nebyly
prokazany.

DOC koreloval pti 10°C v kontrole s DOC/DN (r=0,93), s DON (r=0,79) a DON/DIN
(r=0,80) (Tab.6) a po pridavku s DOC/DN (r=0,94, Tab.7). DOC/DN koreloval v jediném
pfipadé s NOs3 (r=-0,78, Tab.6) v kontrole pti 10°C.

Dale byla korelace prikazna pouze u zastupcl jednotlivych rozpustnych forem

dusiku.
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Tab.4 Korelace sledovanych chemickych parametr( v pribéhu inkubace v kontrole pfi 0°C

(n=7, p<0,05)

rN,O DOC DN DOC/DN DON DIN DON/DIN NO; NH,"
N,O ns 0,76 ns ns ns ns ns ns ns
rN,O - ns ns -0,85 ns ns ns ns ns
DOC - ns ns ns ns ns ns ns
DN - ns 095 0,93 094 ns 0,94
DOC/DN - ns ns ns ns ns
DON - 0,78 1,00 ns 0,80
DIN - ns ns 0,99
DON/DIN ns 0,76
NO;y - ns
NH," -

Tab.5 Korelace sledovanych chemickych parametrd v pribéhu inkubace po pridavku pfi 0°C

(n=7, p<0,05)

rN,O DOC DN DOC/DN DON DIN DON/DIN NO; NH,
N,O ns ns ns ns ns ns ns ns ns
rN,O - ns -0,79 ns ns ns ns ns ns
DOC - ns 0,97 ns ns ns ns ns
DN - ns ns 0,96 ns 0,80 0,95
DOC/DN - ns ns ns ns ns
DON - ns ns ns ns
DIN - ns ns 1,00
DON/DIN - ns ns
NO;y - ns
NH, -

Tab.6 Korelace sledovanych chemickych parametr( v priibéhu inkubace v kontrole pfi 10°C

(n=7, p<0,05)
rN,O DOC DN DOC/DN DON DIN DON/DIN NO; NH,

N,O ns ns ns ns ns ns ns -0,89 ns
rN,O - ns ns ns ns ns ns ns ns
DOC - ns 0,93 0,79 ns 0,80 ns ns
DN - ns ns ns ns ns ns
DOC/DN - ns ns ns -0,78 ns
DON - ns 1,00 ns ns
DIN - ns ns ns
DON/DIN - ns ns
NO;y - ns
NH, -
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Tab.7 Korelace sledovanych chemickych parametr( v priibéhu inkubace po pfidavku pfi 10°C
(n=7, p<0,05)

rN,O DOC DN DOC/DN DON DIN DON/DIN NO; NH,
N,O ns ns ns ns -0,78 ns -0,83 -1,00 ns
rN,O - ns ns ns ns ns ns ns ns
DOC - ns 0,94 ns ns ns ns ns
DN - ns ns 0,99 ns ns 0,77
DOC/DN - ns ns ns ns ns
DON - ns 0,90 0,81 ns
DIN - ns ns 0,83
DON/DIN - 0.84 ns
NO;y - ns
NH, -

4.2 Zmény v abundanci denitrifikac¢nich geni

Geny gnorB a nirS prochdzely vinkubaci vzdjemné velmi podobnym vyvojem

vy

¢. 13 a 15). Gen nirS prevySoval gen gnorB v kontrole (Graf ¢. 12 a 14) a po ptidavku
naopak dominoval gen gnorB (Graf ¢. 13 a 15).

Vys$si mnoiZstvi denitrifikacnich genl byla pozorovana po pridavku dusiénan(
v obou teplotach. Gen narG byl pocetnéjsi o dva rady, nirS byl pocetnéjsi o jeden rad a
gnorB o tri rady (Graf ¢. 13 aZ 15). Porovnani probéhlo na zprimérovanych poctech
genl mezi 3. a 140. h inkubace (po ustaleni vykyvu).

Prikazné vyssi mnozstvi genl nirS a gnorB byla pozorovana v obou teplotach
pfiinkubacich po pfidavku dusicnant (BACI, F(6, 12)=50,97, p=0,019 resp. F(6,
12)=50,8, p=0,019 pfi zvolené p=0,05). Vliv samotného ptidavku na abundanci narG byl
zanedbatelny (BACI, F(6, 12)=7,43, p=0,11 pti zvolené p=0,05), ale vyznamny byl rozdil
mezi pridavkem a kontrolou v pribéhu inkubace - mnoiZstvi genu v kontrole kleslo,
zatimco po pridavku vzrostlo (BACI, interakce, F(6, 12)=6,05, p=0,003 pfi zvolené
p=0,05).
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Graf ¢.12 Porovnani poctl kopii denitrifikacnich gent gent v kontrole pfi 0°C

s pridavkem, 0°C
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Graf ¢.13 Porovnani poctl kopii denitrifikacnich genli genl po pfidavku pti 0°C
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Pti teploté 10°C byly pozorovany vyssi abundance vsech denitrifikacnich gent
oproti 0°C. Rozdily ovSem nebyly fadové (Graf ¢.14 a 15). Porovnani probéhlo

na zpriimérovanych poctech gend mezi 3. a 140. h inkubace (po ustaleni vykyva).
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Graf ¢.14 Porovnani poctl kopii denitrifikacnich gent gent v kontrole pti 10°C

s pfidavkem, 10°C
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Graf ¢.15 Porovnani poctl kopii denitrifikacnich genl gent po pfidavku pti 10°C
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4.2.1 Korelace denitrifika¢nich geni v pribéhu inkubace

Statisticky rozbor vysledk(i gPCR ukazal predevsim korelace vyvoje obsahl genu

gnorB s narG v kontrolnich vzorcich a s nirS ve vzorcich s pridavkem dusi¢nant pfi obou

inkubacnich teplotach (Tab. 8 a 9). Ve varianté inkubace pfi 10°C s pridavkem

dusi¢nani se objevuje korelace genu 16S rRNA a genQ nirS a gnorB (Tab.9).

Tab.8 Korelaéni koeficienty vyvoje zastoupeni genli v DNA v prlbéhu experimentu
(n=7, p < 0,05) pfi0°C

kontrola

s pridavkem nitrath

narG nirS qnorB 168 rRNA

narG nirS qnorB 168 rRNA

narG
nirS
qnorB
16S rRNA

- ns 0,98
- ns

ns
ns
ns

- ns  ns
- 0,96

ns
ns
ns

Tab.9 Korelaéni koeficienty vyvoje zastoupeni genl v DNA v prlbéhu experimentu
(n=7, p < 0,05) pri 10°C

kontrola

s ptidavkem nitratQ

narG nirS qnorB 16S rRNA

narG nirS qgnorB 16S rRNA

narG
nirS
qnorB
16S rRNA

- ns 0,99
- ns

ns
ns
ns

- ns  ns
- 0,98

ns
0,83
0,88
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4.2.2 Analyzy vztahu obsahu genii k podminkam prostiedi béhem inkubace

Pfi 0°C byla prokazana provazanost narldstu mnozstvi 16S rRNA se zménami
celkového rozpusténého dusiku, rozpusténého anorganického dusiku a obsahu
amoniaku v kontrolnim vzorku a vztah ke zméndm organického rozpusténého dusiku
ve varianté s pridavkem dusi¢nan( (Tab.10). Pfi 10°C je vyznamna pouze korelace genu
narG a rychlosti produkce oxidu dusného (za hodinu) ve varianté s pridavkem
dusi¢nanu. Prlikazné dale koreluji obsahy genli gnorB a narG s pomérem rozpustného

organicky a anorganicky vazaného dusiku.

Tab.10 Korelace zastoupeni jednotlivych gend v DNA a chemickych parametrid
v pribéhu experimentu (n=7, p < 0,05). Parametr rN,O je rychlost pfirtstku oxidu
dusného za hodinu v prlibéhu inkubace, ostatni veli¢iny udavaji kumulativni zménu
daného parametru v pribéhu inkubace. Kurzivou jsou oznaceny korelacni koeficienty
prakazné pro inkubaci pfi teploté 0°C, tucné pri teploté 10°C.

kontrola s ptidavkem nitrati

narG nirS gqnorB  16SrRNA | narG nirS gqnorB 165 rRNA
N,O ns ns ns ns ns ns ns ns
rN,O ns ns ns ns 0,82 ns ns ns
DOC ns ns ns ns ns ns ns ns
DN ns ns ns -0,86 ns ns ns ns
DOC /DN ns ns ns ns ns ns ns ns
DON ns ns ns ns ns ns ns 0,77
DIN ns ns ns -0,89 ns ns ns ns
DON/DIN ns ns ns ns -0,81 ns 0,77 ns
NOj5 ns ns ns ns ns ns ns ns
NH," ns ns ns -0,85 ns ns ns ns
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4.3 Vliv pridavku nitrati na vyvoj bakterialniho spolecenstva

Celkové mikrobidlni spoleCenstvo se po pridavku vyvijelo zcela odlisné
v porovnani s kontrolou pfi 0 i 10°C (Graf ¢.16 a 17). Po ptidavku byly patrné vyrazné
vykyvy v prvnich tfech dnech inkubace, coZz by mohlo vysvétlovat i podobné vykyvy
ve sledovanych chemickych parametrech a abundanci denitrifikacnich genl. Na konci
inkubace pfti 0°C se bakteridlni spolecenstvo po pfidavku vyrazné liSilo od kontrolniho,
coz ukazuje na vyrazny posun ve druhovém sloZeni (Graf ¢.16). V10°C proslo
spolecenstvo rychlou zménou béhém trech dnd inkubace, ale ke konci se opét svym

sloZzenim pfiblizilo po¢atecnimu stavu (Graf ¢.17).
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Graf ¢.16 Porovnani vyvoje spolecenstev v kontrole a po pridavku pfi 0°C
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Graf ¢.17 Porovnani vyvoje spoleenstev v kontrole a po ptidavku pti 10°C
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5 DISKUSE

5.1 Sledované chemické parametry

Vzhledem k tomu, Ze pH se mezi sadami vzorkl neménilo a ostatni parametry
byly neménné nastaveny, lze veskeré rozdily, které jsme naméfili, pticist rozdilu
koncentraci dusi¢nan( a inkubacni teploté ¢i kombinaci obou faktoru.

Podobny experiment jako my provedli Dalmonech a kol. (2010), kdy ¢tyfi mésice
inkubovali lesni padu s tydné aplikovanymi 5 rdznymi pridavky dusi¢nant (0, 0.3, 0.7,
1.3 and 2 mg N/g susiny) pfi 28°C. Nasledné sledovali reakce spolecenstva na pomaly
narlist dostupného N a zmény chemickych parametrd. VSechny sledované chemické
parametry na konci inkubace byly ovlivnény pfimo vzrlstajicim obsahem dusiku
(negativné: pH; pozitivné: DOC, TN, DIN; BACI, p<0,05), autofi predpokladaji, Ze TOC je
vice ovlivnén samotnymi zménami spolecenstva, protoze u néj tato zavislost
na pridavcich dusi¢nan( neplatila. Nutno podotknout, Ze v nasem pfipadé pridavky
byly o tfi fady nizsi (5 ug NO3'-N/g susiny), protoze jsme simulovali redlné depozice.
Diky tomu jsme méli prilezitost sledovat redlnou odezvu spolecenstva i souvislosti

s ostatnimi plidnimi charakteristikami.

5.1.1 Produkce oxidu dusného

Nardst koncentrace oxidu dusného v pribéhu experimentu ukazal, Ze enzym
reduktdza oxidu dusnatého (Nor, kodovana genem gnorB) je Cinny i pfi pH dosahujicim
hodnot pod 4, prestoze jeho optimum bylo pozorovano v neutrdlnich az zdsaditych
podminkach (Kundk 2004). Ptitomnost N,O jiz v prvnich hodindch experimentu
dokazuje, Ze aktivni enzym byl ve vzorcich pritomen jesté pred zapocetim
experimentu. Samotné méreni narlistu N,O mlZeme povaZovat v nasem pfipadé
za absolutni miru schopnosti spolecenstva denitrifikovat, a to diky faktordm silné
inhibujicim preménu N,O na N,. Je to hlavné vysoka kyselost pady (Sitaula et al. 1995,
Henrich and Haselwandter 1997, Valera and Alexander 1961) a v obou ptipadech nizka
inkubaéni teplota (Oquist et al. 2007).

Podle statisticky neprlikaznych rozdill kontroly a vzorkl s pfidavkem na konci
inkubace se zda, Ze po Sestidennim casovém Useku nema jednordzova dusi¢nanovad
depozice na produkci N,O vyrazny vliv. | kdyZz neprikazné, primérné hodnoty

kumulativni produkce ukazuji, Ze v kontrole pfi obou teplotach byla produkce N,O vyssi
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o 0,05 umol N,0-N/g susiny (n=24,smér. odchylka=0,08). Prvni tfi dny inkubace byly
hodnoty produkovaného N,O o madlo vyssi v kontrolnich vzorcich. To by mohlo
ukazovat na (l) inhibi¢ni vliv jednordzové dodaného dusi¢nanu na aktivitu
denitrifikacniho spolecenstva, (IlI) pfimou asimilaci dusicnanu do mikrobialni biomasy,
ktera zaroven stimulovala asimilaci jiz prfitomného poolu dusi¢nan( (tzv. priming efekt)
nebo (1) rychlé prodychani prfidanych dusicnand na plynny N, a tudiz viditelny pokles
produkovaného N,0. Tuto mozZnost zatim podporuji narlsty gent v denitrifikacni
cesté. K zodpovézeni téchto hypotéz by bylo tfeba provést experiment sizotopové
znacenym dusi¢nanem a sledovat jeho transformacni drahu.

Na neschopnost bakteridalniho spole¢enstva reagovat na skokové zvysSeny pfisun
dusiku upozoriiuje i Gundersen (1991, in Schulze and Mooney 1994). Po holoseci
v lesni pldé pozoroval zvyseni denitrifikacni rychlosti z pavodniho <1 kg N/ha/rok
pouze na 3-6 kg N/ha/rok. Holose¢ zplsobi vyplaveni velkého mnoZstvi
mikroorganismy vyuZitelnych latek z odumrelych korend, pro denitrifikatory jsou to
dusi¢nany, které se uvolni do pudniho roztoku. Proto byl vpraci Gundersena
predpokladan vyssi narlst denitrifikace, i vzhledem ktomu, Ze v jinych pracech jsou
rychlosti denitrifikace i na nenarusenych stanovistich radové vyssi. Nejvyssi rychlost
v mineralni pidé namérend Wattsovou a Seitzingerovou (2000) je 183 kg N/ha/rok,
Schulze and Mooney (1994) uvadéji denitrifikacni rychlost v buko-dubovém lese 20 kg
N/ha/rok. V naSem experimentu odpovidaly ztraty N z ptdy v poradi: po pfidavku pfi
10°C - kontrola pti 10°C - po pridavku pfi 0°C - kontrola pti 0°C hodnotam
65,39 > 63,98 > 29,7 > 28,53 kg N/ha/rok.

5.1.2 Zmény koncentrace dusi¢nanu v ptudnim vyluhu

Prabéhu rychlejsiho narlistu N,O odpovida ve vyssi teploté i vyrazny pokles
koncentrace NOs". Souvislost trendd obou sloucenin vinkubaci pfi 10°C potvrzuje i
vyso