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Anotace:

Bakalarska prace se zabyva bakteriemi zijicimi na povrchu kamentl v povodi ¢tyt ples ve
Vysokych Tatrach. Cilem prace bylo zjistit, jestli se na povrchu kament v povodi ples ve
Vysokych Tatrach nachézi bakterie schopné rozpoustét anorganické fosfore¢nany, uvoliiovat
do svého okoli rozpustné formy fosforu, a tak pfispivat ke zvySovani koncentrace fosforu
Vv plesech. Bakterie byly izolovany a nasledné¢ inkubovany. Byla sledovana jejich produkce

organickych kyselin, solubilizace nerozpustnych forem fosforu a zména pH v médiu.

The bachelor's thesis focuses on bacteria living on the surface of stones in the catchments of
four glacial lakes in the High Tatras. The aim of the work was to find out if bacteria capable of
dissolving inorganic phosphates, releasing phosphorus into their surroundings, and thereby
contributing to increasing the phosphorus cocnentrations in the lakes, are found on the surface
of the stones in the lakes‘ catchments in the High Tatras. The bacteria were isolated and
incubated. Their production of organic acids, phosphorus release and the change in pH in the

medium were measured.
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1. Uvod

Fosfor (P) je v ekosystémech kli¢ovym prvkem. Ma nepostradatelnou roli ve vSech Zivych
organismech, ve kterych je soucasti nukleovych kyselin a bunéénych membran. Takeé je zcela
nezatupitelny v energetickém metabolismu. V mnoha ekosystémech je fosfor nedostatkovym —
limitujicim prvkem. Primarnim vstupem fosforu do ekosystému je zvétravani hornin
obsahujicich fosfor, zejména apatitu. DalSim, ale zpravidla mén¢ dilezitym zdrojem fosforu
muze byt atmosfericka depozice. Pro dostupnost fosforu je diilezita mineralizace z organickych

forem.

Limitace fosforem ma zasadni vliv na fungovani ekosystémil a miize mit mnoho pfic¢in. Témito
pfi¢inami mtze byt nizky obsah fosforu v mate¢né horning, bariéry, které¢ brani organismim
dostat se k fosforu v mate¢né horniné nebo vazba fosforu v pidé na riizné ionty nebo koloidni
castice, které jej Cini biologicky nevyuzitelnym. Pokud je limitace ekosystému fosforem
naruSena, mize to zménit fungovani celého ekosystému. V tomto ohledu jsou velmi citlivé

zejména vodni ekosystémy.

Jezera ve Vysokych Tatrach byla v priabéhu minulého stoleti acidifikovana antropogennimi
emisemi sloucenin dusiku a siry. Nyni se z acidifikace zotavuji. Zaroven se v nich vSak zvySuje
obsah fosforu, coz vede ke zménam v jejich fungovani. ZvySovani obsahu fosforu mize mit
vice pfi¢in. Kvili zvySovani pH acidifikovanych pld v okoli jezer se zaroveinl fosfor uvoliiuje
Z iontd, na které se v prib¢hu acidifikace navazal vlivem nizkého pH. Dalsi pfi¢inou mizou
byt klimatickd zména, ktera se ve Vysokych Tatrach projevuje zejména zvySenim pramérné

teploty, zménou ro¢niho pritbéhu a intenzity srazek a prodlouzenim vegeta¢ni sezony.

Vyssi teplota zaroven ovlivituje rychlost rlistu organismiti, které ziji v ptidach v povodi jezer 1
na kamenech v sutovych polich. Nékteré z téchto mikroorganismi jsou schopné anorganicky
vazany fosfor z kamenti i z ¢astic v plidach rozpoustét a uvoliovat. Uvolnény fosfor se nasledné

miZe splachovat do jezer.

Cilem této bakalatské prace je shrnout poznani o vyznamu fosforu v ekosystémech, vyznam
mikroorganismti, které ho rozpousteji a mechanismy, kterymi ho uvoliiuji a ovéefit laboratornim
experimentem, jestli se na kamenech v povodi horskych ples ve Vysokych 2 Tatrach nachéazeji
organismy schopné fosfor rozpoustét, a zjistit, jak intenzivné a jakym zpiisobem dokéazou

solubilizovat nerozpustné formy fosforu.



2. Reserse

2.1. Vyznam fosforu v ekosystémech a zakladni informace o cyklu

fosforu
Fosfor ma v ekosystémech klicovou roli. V zivych organismech je zcela nepostradatelnym
prvkem. Je soucasti nukleovych kyselin (DNA, RNA) a fosfolipidovych bunécnych membran.
Ma nezastupitelnou roli i v energetickém metabolismu, kde je soucasti ATP a dalSich sloucenin
dilezitych pti energetickém metabolismu (napt. NADP*, NADPH). N¢které organismy jsou
schopné¢ fosfor ukladdat do zadsoby uvnitt bunck ve formé zasobnich polyfostatl, které vyuzivaji

v piipadé nedostatku fosforu ve svém okoli (Brady a Weil 2002; Madigan a Martinko 2006).

2.1.1. Priciny limitace ekosystému fosforem
Fosfor je v mnohych ekosystémech prvkem limitujicim rist rostlin a dalSich organismu.
Limitace fosforem miize mit mnoho pfi¢in: mate¢na hornina chuda na fosfor, mate¢na hornina,
ktera zvétrava tak pomalu, Ze se organismy fosfor v ni nemohou vyuzit, piidni bariéry, které
organismum brani se k fosforu z mate¢né horniny dostat, pfipadné fyzikalné-chemické
vlastnosti pudy, diky kterym se P v pad¢ vyskytuje pievdzné v biologicky nevyuzitelnych
formach (Vitousek et al. 2010).

Pokud je mate¢nd hornina chuda na fosfor, je nedostatek fosforu i v celém ekosystému
(Soderberg a Compton 2007; Vitousek et al. 2010). Limitace fosforem muze nastat také
V ptipad¢€, ze matecnd hornina je sice dostatecn¢ bohata na fosfor, ale organismy, které na ni
ziji, ho nejsou schopné vyuzit, protoZe hornina zvétrava ptili§ pomalu, nebo také v ptipadech,
ze je ekosystém vyrazn€ obohacen dusikem, takZe jim pfestane byt limitovan a zaéne se
projevovat limitace fosforem (Aerts, Wallen, a Malmer 1992; Vitousek et al. 2010). Dostupny
fosfor se také mize vazat na pidni Castice, Casto na koloidni ¢astice nebo se vaze na oxidy a
hydroxidy Zeleza, hliniku a hotf¢iku nebo se vdze na véapnik, se kterym tvoii nerozpustné
fosfore¢nany, takze se stane nedostupnym pro organismy. (Brady a Weil 2002; Miller, Schuur,
a Chadwick 2001; Thompson et al. 2006). Piijem fosforu organismy je také ovlivnén

dostupnosti dalSich prvki, zejména dusiku (Treseder a Vitousek 2001)

Limitace fosforem miize nastat také v ptipadé, Ze fosfor sice je obsazen v mate¢né horning, ale
je pro organismy nepfistupny, protoze je napi. pod vysokou hladinou podzemni vody, pod pfili§
silnou vrstvou nerozlozené biomasy (napf. raselinis$té) nebo pod trvale zmrzlou vrstvou pady

(tundra, oblasti s celoro¢né promrzajici ptidou) nebo pod silnou vrstvou zvétralé pudy, ze které



byl jiz vSechen fosfor vyéerpan (napt. tropické destné lesy) (Kitayama et al. 1997; Vitousek et
al. 2010). Ve vodnich ekosystémech limitace fosforem nastava také proto, ze ¢astice obsahujici
fosfor maji tendenci sedimentovat na dné, a tim dochaza k ochuzovani hornich vrstev vodniho
sloupce, ve kterych Casto zije vétSina organismti. DoCasnd limitace miize také nastat, kdyz je
vSechen dostupny fosfor imobilizovan v organismech (Brady a Weil 2002; Herbert et al. 2018;
Vitousek et al. 2010).

V ekosystémech, které jsou fosforem dlouhodobé limitovany ma tato limitace velky vyznam.
Kdyz se do téchto ekosystémti dostane velké mnozstvi fosforu a ekosystém jim ptestane byt
limitovan, dojde k eutrofizaci ekosystému, coz ma velky dopad na fungovani celého
ekosystému, ktery se tak muze zcela zménit (Filippelli 2008; Schindler 1977; Vitousek et al.
2010). Tyto zmény jsou vyznamné zejména ve vodnich ekosystémech, kde zvySeny obsah
fosforu zptisobuje zvySeny rist sinic, které v tu chvili nejsou nijak limitovany, protoze dusik
dokazou fixovat z atmosféry. Biomasa sinic ve vodnim sloupci snizi dostupnost svétla pro
organismy Zzijici pod hladinou, coz mé velky dopad zejména na vodni rostliny, které pfi
nedostatku svétla rist nemohou. Navic nekteré druhy sinic produkuji toxiny nebezpecné pro
mnohé zivocCichy. Pozd¢ji biomasa odumirajicich sinic klesa na dno a jejich rozklad muze
z vody nasledn¢ vycerpat kyslik nutny pro Zivot vétSiny vodnich organismi. Eutrofizace je

problémem nejen ve sladkych vodach, ale i v mofich, zejména v okoli usti velkych fek a mize

postihnout i zdroje pitné vody (Filippelli 2002; Sharpley a Menzel 1987; Schindler 1977).

2.1.2. Cyklus fosforu
Nejveétsi cast cyklu fosforu v terestrickych ekosystémech probihd v ptde. V pudé se fosfor
nachéazi v organické nebo anorganické formé. Fosfor vazany v organické hmoté tvoii zhruba
30-70 % z celkového mnozstvi fosforu v pade€, v zavislosti na mnozstvi pidni organické
hmoty, pficemz se zvySujicim se stafim pidy se pomér organického a anorganického fosforu
zvysuje (Menezes-Blackburn et al. 2018; Santrtickova et al. 2018; Turner et al. 2007).
Anorganicky fosfor se vyskytuje ve formé fosfore¢nanti, v kyselych pudach nejCastéji
fosfore¢nanti zeleza a hliniku, v zasaditych nej¢astéji fosforecnanti vapniku. Organicky vazany
fosfor tvori nejéastéji inositol fosfaty a fosfatové estery, nukleové kyseliny a fosfolipidy (Brady
a Weil 2002; McLaughlin et al. 2011; Smeck 1985). Pro organismy je dostupny pouze fosfor
rozpu$tény v pudnim roztoku. Ten tvoii fosforecnanové ionty piipadné malé rozpustné
organické molekuly. Vétsina forem fosforu v pidé neni ptili§ mobilni, proto se z ekosystému

ztraci jen velmi pomalu. Pokud ale dojde ke zménam v cyklu fosforu (naptiklad zvySené erozi),



ztraty z ekosystému se mohou zvysit, coz miize ovlivnit dal$i ekosystémy, zejména vodni

(Brady a Weil 2002; Kishore, Pindi, a Ram Reddy 2015).

V pudnim roztoku byva fosfor rozpustény ve formé dihydrorenfosforecnanu (H2POy'), dale ve
formé& hydrogenfosfore¢nanu (HPO4?) nebo i ve formé organickych slouenin, ze kterych ho
ale rostliny pfijimaji jen vomezené mife. Dihydrogenfosforetnan je pro rostliny
pravdépodobné o néco dostupnéjsSi nez hydrogenfosforecnan. Dihydrogenfosforecnan
prevazuje v kyselych ptdéach, hydrogenfosfore¢nan v zasaditych, v pidach s neutrdlnim pH

jsou vyznamné obé formy (Brady a Weil 2002; Weihrauch a Opp 2018).

Primarnim zdrojem fosforu v ekosystémech je zvétravani hornin obsahujicich fosfor, zejména
apatitu, ktery se ve formé malych ¢astic nachazi ve vétsiné hornin (Pastore, Kernchen, a Spohn
2020). Ty mohou obsahovat riizné mnozstvi fosforu a také zvétravaji riznou rychlosti. Rychlost
zvétravani je ovlivilovana sloZzenim a vlastnostmi dané horniny, klimatickymi podminkami
(vlhkosti, teplotou, mnozstvim srazek) i biologicky (koteny rostlin, pidnimi mikroorganismy a
jejich produkty), pficemz nejvyssi je ve vlhkych a teplych oblastech (Newman 1995;
Santrickova et al. 2018). Zvétravani mize byt fyzikalni (zpiisobené vétrem, tekouci vodou,
mrazem apod.), chemické (zptisobené zejména latkami rozpusténymi ve vodeé, jako je napt. CO2
nebo organické i anorganické kyseliny) nebo biologické (zptisobené zivymi organismy), které
kombinuje fyzikalni (napf. rostouci kofeny rostlin) i chemické (uvoliiovani riznych metabolit

— kyselin, CO> apod.) vlivy (Newman 1995; Wu et al. 2013).

DalS8im dtileZitym zdrojem fosforu dostupného pro organismy je dekompozice organické hmoty
(Brady a Weil 2002). Fosfor (fosfatova skupina) muze byt z uhlikovych molekul v pidni
organické hmot¢ pomérné snadno uvolnén, obvykle byva vazan pomoci esterové vazby, ktera
1ze rozstépit bez naruseni uhlikové ¢asti molekuly. Padni mikroorganismy (i kofeny nékterych
rostlin) produkuji enzymy — fosfatazy, které tuto esterovou vazbu §tépi (Brady a Weil 2002;
Menezes-Blackburn et al. 2018; Santri¢kova et al. 2018; Treseder a Vitousek 2001). Poté mize
byt opét vyuzit mikroorganismy nebo rostlinami. Recyklace fosforu ma velky vyznam zejména
v ekosystémech, kde je fosfor nedostatkovym (limitujicim) prvkem, naptiklad v motskych

ekosystémech nebo v tropickych destnych lesich (Brady a Weil 2002; Newman 1995).

V nekterych ekosystémech je dilezitd 1 atmosférickd depozice ¢astic obsahujicich fosfor. Ta je
vyznamnym zdrojem zejména pro moiské ekosystémy, ptipadné dalsi ekosystémy, které jsou

na fosfor extrémné chudé¢, napt. tropické destné lesy (Brady a Weil 2002; Filippelli 2008;



Herbert et al. 2018). V atmosféic se fosfor vyskytuje ve formé prachovych castic nebo

rozpus$tény v kapi¢kach vody, které se nachazi v atmosféie (Newman 1995).

V cyklu fosforu hraje vyznamnou roli i ¢loveék, ktery fosfor do ekosystémi dodava hnojenim
poli fosfatovymi hnojivy. Velka ¢ast fosforu z nich se ale okamzité navaze na piidni Castice a
stane se tak nedostupnou pro rostliny (Rawat et al. 2021). Proto byva na pole ve formé
fosfatovych hnojiv aplikovano vice fosforu, nez jsou péstované rostliny schopny vyuzit.
Schopnost ptudy vazat fosfor se po n€kolika letech nadmérného hnojeni nasyti a jeho dostupnost
pro rostliny se tak zvysi, ale zaroven se za¢ne masivné uvoliovat zejména do vody. (Brady a
Weil 2002; Olander a Vitousek 2004; Santriickova et al. 2018). Lidskou &innosti se také zvysuje
eroze, a to jak u zemédélskych pud, tak v lesich po vykaceni i v mnoha dalSich antropogenné
naru$enych padach (Brady a Weil 2002; Sharpley a Menzel 1987). Clovék také &asto pietvaiuje
vodni rezim krajiny, ktery vyznamné ovliviiuje cyklus fosforu. Dal§im antropogennim zdrojem
fosforu jsou chovy hospodaiskych zvifat a odpadni vody, ze kterych se pii nespravném
zachéazeni muze fosfor 1 dalsi latky (napf. dusicnany, ale i tfeba patogeny) dostavat do prostiedi

(Brady a Weil 2002).

Z ekosystému se fosfor ztraci erozi pevnych ¢astic s navazanym fosforem (zejména z poli),
vyplavovanim rozpustné organické hmoty, na kterou je fosfor navazan, ptipadné odstranénim
biomasy, jejiz soucasti fosfor je. Erozi se z pidy ztraci prevazné jemné jilové ¢astice a Castice
organické hmoty, coz jsou slozky pidy, na kterych je vazana vétsina ptidniho fosforu (Brady a
Weil 2002; Rhoton, Smeck, a Wilding 1979; Sharpley 1985; Sharpley a Menzel 1987). V pudé
pak zistavaji vetsi, hrubSi ¢astice s nizSim obsahem fosforu. V erodovanych ¢asticich byva
dvakrat (i vicekrat) vétsi obsah fosforu nez v piivodni pide€. Proto eroze hraje u mnohych
zemédelskych 1 jinak narusenych pad (napf. po pozaru nebo vykaceni lesa) velmi vyznamnou

roli pii ztratach fosforu (Brady a Weil 2002; Sharpley 1985).

Fosfor se mize ztracet z ekosystému i vyplavovanim fosforu rozpusténého v ptidnim roztoku,
piipadné vazaného v rozpustné organické hmote. To se vSak v pfirozenych ekosystémech déje
jen vyjimecné, protoze fosfor je obvykle limitujicim prvkem (Brady a Weil 2002; Frossard et
al. 2000; Santriickova et al. 2018).



2.2.  Dostupnost fosforu pro organismy a co ji ovliviiuje
I kdyz se fosfor v ekosystému nachazi, ne vzdy ho organismy dokézou pfijmout a vyuzit.
Dostupnost fosforu pro organismy zavisi na vice faktorech. Rostliny jsou schopny vyuzit jen
fosfor rozpustény v padnim roztoku, kde je rozpusténo pouze cca 0,1 — 1 % z celkového
fosforu, ktery se v piidé nachazi (Frossard et al. 2000; Rawat et al. 2021; Santrickova et al.

2018).

Dostupnost fosforu je nejvyssi pii neutralnim nebo mirné kyselém pH (pii pH 6-7).
V zasaditych pidach se vaze na vapnik, se kterym tvofi nerozpustné fosfore¢nany, v kyselych
tvofi nerozpustné fosforecnany Zeleza, hliniku a manganu a také se vaze na hydroxidy Zeleza,
hliniku a hot¢iku (Obr. 1). Fosfor se také vaze na jilové minerély, organickou hmotu a ionty
dal$ich kovu, ¢imz je také imobilizovan. (Barrow 1983; Brady a Weil 2002; Kishore et al. 2015;
Rawat et al. 2021; Santri¢kova et al. 2018).
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Obr. 1: Zavislost vazby fosforu v pidé na pH piady (Mcdowell 2005 upraveno)

Organismy (mikroorganismy 1 kofeny rostlin) jsou schopné dostupnost fosforu cilené
ovliviiovat. Kofeny rostlin ji ovliviiuji prostfednictvim sniZzenim pH v rhizosféte, produkci COx,
organickych kyselin a protonli i enzyml (Biinemann 2015). Neékteré rostliny dokaZou
produkovat 1 fosfatazy uvolnujici fosfor z organické hmoty. Kromé toho dostupnosti fosforu
ptizpusobuji celkovy tvar kofenti i celé rostliny (McGill a Cole 1981; Wu et al. 2013). V ptipadé

nedostatku fosforu rostlina zvétSuje povrch kofenového systému, kofeny jsou tenci, delsi,



rozvétvenési, rostlina zvétSuje velikost kotfenti na tikor nadzemni biomasy. Dostupnost fosforu
pro rostliny mohou zvySovat i mykorhizni houby, které jsou schopné vyuzit i fosfor vazany ve
slouceninéch, ze kterych by ho samotna rostlina nebyla schopna ziskat. Mykorhizni houby také
zvySuji povrch kofene a tim i plochu, ze které kofen pfijima ziviny (Brady a Weil 2002; Wu et
al. 2013). Mikroorganismy dostupnost fosforu ovliviiuji dekompozici organické hmoty a jeho
mineralizaci, imobilizaci uvniti svych bun€k a rozpousténim anorganickych forem fosforu

(Brady a Weil 2002; Rawat et al. 2021; Santra¢kova et al. 2018).

2.2. Zmény v cyklu fosforu v jezerech ve Vysokych Tatrach
Tatranska jezera predstavuji ekosystémy s ptirozené nizkym obsahem fosforu (Kopacek et al.
2004). Fosfor je v nich hlavnim limitujicim prvkem. Jezera, ktera maji vys$si dostupnost fosforu,
maji i vyssi primarni produkei (Kopacek et al. 2004). V jezerech se shromazd’uje fosfor z celého
povodi. Nejvyznamnéjsim zdrojem fosforu v povodi jsou pudy, které jsou pomérné¢ mladé a
bohaté na apatit, dale sutova pole a také atmosféra. V atmosfétre se nachdzi fosfor z blizkych

lokalit 1 ze vzdalenych zdroji (Kopacek et al. 2019).

Atmosférou se prenaSi zejména hrubsi organické i anorganické Castice, které mohou byt
rozpustné 1 nerozpustné ve vodé. Podil rozpustnych forem fosforu (a tedy dostupnych pro
organismy) v ¢asticich pfenasenych atmosférou predstavuje 2 — 80% (Kopacek et al. 2011;
Mahowald et al. 2008). Vodou z povodi jezera se do jezera dostavaji piedevs§im rozpustné

formy fosforu (Kopacek et al. 2011).

Od 90. let minulého stoleti se obsah fosforu v jezerech zvySuje (Kopacek et al. 2015). To ma
za nasledek eutrofizaci a zvySovani primarni produkce Vv jezerech. Eutrofizace jezer je
problémem nejen ve Vysokych Tatrach, ale 1 v dalSich horskych jezerech na severni polokouli

(Camarero a Catalan 2012; Homyak, Sickman, a Melack 2014; Stoddard et al. 2016).

Pfic¢in zvySovani obsahu zivin v jezerech mize byt vice. Jeden z divodi je ten, Ze jezera i jejich
povodi byla v minulosti vyrazné acidifikovana antropogennimi depozicemi slou¢enin dusiku a
siry v atmosféte. Okyseleni pidy zptisobilo, Ze se fosfor v pid¢ vice vazal na zejména
hydroxidy i volné ionty hliniku a zeleza. Okyseleni atmosféry mutize také zpusobit rozpousténi
ve vode€ nerozpustnych ¢astic fosforu, které se v atmosféte nachézi, coz muze zvysit dostupnost
fosforu z atmosféry pro organismy (Herbert et al. 2018). Od té doby, co se emise téchto
sloucenin snizily, se zac¢alo pH piid v povodi jezer zvySovat. Diky tomu se navazany fosfor

zacal uvoliiovat a tim i1 vice vyplavovat do jezer (Kopacek et al. 2015; Stoddard et al. 2016).



Dalsi pfi¢inou zvySovani obsahu fosforu mohou byt atmosférické depozice fosforu (Camarero
a Catalan 2012; Vicars, Sickman, a Ziemann 2010). Ty jsou ale ve stfedni Evropé pomérné
stabilni, coz znamenda, ze pravdépodobné nejsou pfi¢inou zvySujiciho se obsahu fosforu

v jezerech (Kopacek et al. 2015, 2019).

Dalsi ptfi¢inou mize byt klimatickd zména. Vyssi teplota zplisobuje intenzivnéjsi chemické
procesy Vv pud¢ a tim urychluje zvétravani (Riebe, Kirchner, a Finkel 2004; White et al. 1999).
Klimatickd zména zpiisobuje Castéjsi silné deste, které mohou vést k rychlejsi erozi pudy,
oteplovani je pti¢inou delsiho obdobi bez snéhové pokryvky, kterd chrani povrch horniny pred
silnymi vykyvy teplot. S tim souvisi 1 Castéjsi kolisani teplot okolo bodu mrazu, takze se ve
Stérbinach horniny tvoti ledové krystaly, které ji poSkozuji a které jsou v pribehu kolisani teplot
okolo bodu mrazu dopliovany zatékajici vodou. Diky narusSeni horniny jsou Cast&jsi sesuvy
svahl a vyrazngjsi disturbance suti pod svahy. To je také ptic¢inou rychlejsiho zvétravani suti
(Kopacek et al. 2017; Millot et al. 2002; White et al. 1999). Rychlejsi zvétravani horniny
zpusobuje obnazovani nezvétralého povrchu horniny, ktery ¢asto obsahuje ¢astice apatitu, které

jsou vyznamnym zdrojem fosforu (Kopacek et al. 2019).

V reakci na oteplovani je pravdépodobny rychlej$i metabolismus i rist mikroorganismi zijicich
v pudéch i na kamenech v sutovych polich. S tim mize byt spojena i rychlejsi solubilizace
fosforu mikroorganismy (Donhauser a Frey 2018; Frey et al. 2010; Kopacek et al. 2019; Wu
et al. 2013).

2.2. Epilitické mikroorganismy
Na povrchu kament Ziji specificka spolecenstva mikroorganismi, kterd jsou zavisla na depozici
zivin z okoli, zejména prostrednictvim atmosférickych depozic, ptipadné prostiednictvim
stékajici vody. Oproti ptidnim organismiim jsou vystaveny povétrnostnim vliviim, vysychani,
mrazu, intenzivnimu slune¢nimu zateni, vykyviim teplot a mnoha dal$im vliviim proti kterym
jsou organismy Zijici v ptidé chranény. Casto rostou pomalu a za nepiiznivych podminek tvoii
spory, které jim je umozni piezit. Také tvoifi nejrizn€jsi ochranné latky — pigmenty chranici
proti zafeni a extracelularni polymerni latky, které drzi celé¢ spolecenstvo mikroorganismil
pohromadé, upeviuji je k povrchu a napomaéhaji zachycovani vlhkosti. Tato spolecenstva se
skladaji z mnoha riznych organismii — Ziji vnich bakterie, houby (lichenizované i
nelichenizované), sinice 1 ftasy, které spolu interaguji. Mnohé znich jsou vzijemné

symbiotické. Nékteré z nich ziji i pod povrchem kament a interaguji s témi, co jsou na povrchu.

Epilitické organismy zaroveil méni povrch, na kterém ziji. Produkci CO2 béhem respirace 1



cilenym vylu¢ovanim kyselin okyseluji povrch kamene, ¢imz ho naleptavaji a tim ziskavaji
z horniny prvky, které potiebuji k zivotu (napt. fosfor, Zzelezo, mangan, hot¢ik i1 dal$i prvky)
(Breitenbach et al. 2022; Gorbushina 2007; Gorbushina a Broughton 2009)

2.3. Vyznam mikroorganismii ve zpristupnovani fosforu pro ekosystémy
Mikroorganismy hraji Vv ekosystémech zdsadni roli ve zpiistupnovani fosforu. Organicky
vazany fosfor uvolnuji pii dekompozici organické hmoty. Hraji kli¢ovou roli pfi jeho
mineralizaci i imobilizaci (Biinemann, Prusisz, a Ehlers 2011; Kishore et al. 2015). Z organické
hmoty je fosfor uvoliiovan prostiednictvim fosfatdz, které produkuji pfedevSim prave
mikroorganismy, zejména bakterie, ale i houby, v¢etné¢ nékterych mykorrhiznich hub.
Organismy schopné ziskavat fosfor z organické hmoty jsou vyznamné zejména v ekosystémech

limitovanych fosforem (Kishore et al. 2015; Santriickova et al. 2018).

Anorganické slouc¢eniny obsahujici fosfor byvaji jen velmi obtizné rozpustné. Mikroorganismy
uvoliuji fosfor mnohem ucinnéji nez rostliny, a to jak z organické hmoty, tak anorganicky
vazany (Kishore et al. 2015; Zhu, Li, a Whelan 2018). Obsah fosforu v mikroorganismech je
az 10x vyS§$i nez vrostlinaich. RozpouSténi anorganicky vazaného fosforu je pro
mikroorganismy energeticky naro¢né, proto byvaji v pidé s dostatkem fosforu potlacovany
konkurenéné silng&jsimi a rychleji rostoucimi druhy bakterii (Kishore et al. 2015; Santrtickova

et al. 2018).

2.4. Mechanismy, kterymi mikroorganismy ziskavaji fosfor z obtiZné
pristupnych zdroji

Pidni mikroorganismy jsou schopné zvySovat dostupnost anorganicky vazaného fosforu.

Z anorganickych sloucenin ho ziskavaji zejména pomoci produkce organickych kyselin,

protont (H* iontll) a sideroforti, v mensi mife i produkci anorganickych kyselin a

exopolysacharidt (Kishore et al. 2015; Rawat et al. 2021).

Bakterie schopné solubilizace fosforu patii do mnoha riznych neptibuznych skupin. Studovany
jsou obvykle jen ty, které jsou schopné kultivace v laboratornich podminkach. Nejc¢asteji
studovanymi skupinami, do kterych patii druhy schopné solubilizace fosforu jsou: bakterie rodu
Rhizobium (kmen Proteobacteria, tiida Alphaproteobacteria) a jemu piibuzné rody, bakterie
rodu Pseudomonas (kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria) a jemu piibuzné rody,
bakterie rodu Burkholderia (kmen Proteobacteria, tfida Betaproteobacteria), bakterie rodi

Bacillus (kmen Firmicutes, tfida Bacilli) a Paenibacillus (kmen Firmicutes, tfida Bacilli) a jim



piibuzné rody a néktefi zastupci celedi Enterobacteriaceae (kmen Proteobacteria, tfida
Gammaproteobacteria) (Kampfer 2007; Madigan a Martinko 2006; Maughan a Van der Auwera
2011).

Organické kyseliny zvySuji dostupnost fosforu snizenim pH, coz usnadiiuje rozpousténi
zejména fosforecnanu vapenatého (CaCOs), dale navazanim kationtt, které se na fosfat vazou
a vyménou anionti kyselin za fosfatovou skupinu PO4%". Organické kyseliny jsou produkovany
pomoci fermentace nebo oxidace organickych sloucenin, zejména glukozy. Nejcastéji jde o
kyselinu glukonovou, 2-ketoglukonovou, citronovou, S$tavelovou, vinnou, mlécnou,
jantarovou, propionovou, asparagovou, askorbovou, jable¢nou, fytovou a mravenci. Jedna se o
malé, nizkomolekularni kyseliny, jejich fetézce maji maximaln¢ Sest atomu uhliku (Chen et al.
2006; Kishore et al. 2015; Rawat et al. 2021; Wei et al. 2018). Produkce organickych kyselin
se mezi riznymi organismy lisi, mtize se liSit i v ramci jednoho druhu bakterii a to i pfi stejnych

podminkach kultivace (Chen et al. 2006).

Produkce H* ionti (protont) snizuje pH pudniho roztoku. Probiha obvykle v ptipadé, kdyz
zdrojem dusiku je amonny kation (NH4"). Ten se v buiice pfeméni na amoniak (NHz3), pfi¢emz

se uvolni H* (Gaind 2016; Rawat et al. 2021; Zhu et al. 2018).

Siderofory slouzi k navazani kationtl, zejména Zeleza a jejich vyvazani z fosfore¢nand.
Navazané kationty se pak nemuizou vazat na fosfor. Mikroorganismy je pouzivaji nejen ke
zvySeni dostupnosti fosforu, ale i k ziskavani Zeleza pii jeho nedostatku. Siderofory jsou
produkovany nejen mikroorganismy ale i rostlinami (Rawat et al. 2021; Toscano-Verduzco et
al. 2020).

Anorganické kyseliny snizuji pH pidniho roztoku a rozpoustéji fosfore¢nany s nizsi ucinnosti
nez organické kyseliny. Mikroorganismy vyuZivaji kyselinu chlorovodikovou, dusi¢nou,
sirovou a uhlicitou. Acidofilni a siru oxidujici bakterie produkuji také sirovodik jako vedlejsi
produkt metabolismu. Sirovodik také dokaze vazat Zelezité kationty z fosfore¢nanu Zelezit¢ho,
ptficemz se uvoliiuje fosfore¢nanovy anion, ktery organismy dokazou vyuzit (Rawat et al.

2021).

Exopolysacharidy jsou polymery sacharidi, které jsou schopné tvofit komplexy s kovovymi
ionty. Tim sniZi jejich dostupnost pro vazbu na fosfore¢nan, a tak zvysuji dostupnost fosforu

pro organismy (Rawat et al. 2021; Yi, Huang, a Ge 2008).
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3. Stanoveni hypotéz

Pted provedenim vyzkumu byly stanoveny dvé hypotézy:

Hypotéza 1: Na kamenech v povodi jezer ve Vysokych Tatrach vyskytuji bakterie
schopné solubilizace fosforu.
Hypotéza 2: Tyto bakterie solubilizuji fosfor pomoci produkce organickych kyselin,

které uvolnuji do svého okoli.

4. Materialy a metody

2.3. Lokality a odbér vzorki kament

Vzorky byly odebrany ze sutovych poli v povodi ¢tyt ledovcovych ples ve Vysokych Tatrach.
Jednalo se o Vysné Wahlenbergovo (WV), Pusté (PU), Cadové (LA) a Velké Hincovo (VH)
pleso. Odbér byl proveden v zaii 2020. V ramci kazdého povodi byla vybrana tii sutova pole,
na kterych byl odebran smésny vzorek kamenti o0 maximalnim nejdel$im rozméru 5 cm z plochy

20 x 20 m. Odebrany byly pouze kameny bez viditelnych nérostii mechii nebo lisejnikd.

2.4. 1zolace bakterii
Kameny byly vlozeny do sterilni kadinky o objemu 1000 ml tak, ze dosahovaly zhruba po rysku
500 ml. Poté byly zality 500 ml sterilniho fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl).
Efektivita izolace byla zvySena sonikaci po dobu 1 min a naslednym tfepanim na horizontalni
ttepacce po dobu 30 minut pti 100 otdckach za minutu. Z vyluhu byly vytvofeny desitkové
fedici fady vrozmezi koncentraci 102-10° ve tfech opakovanich pro kazdy vyluh

reprezentujici jedno sutove pole.

2.5. Detekce fosfor solubilizujicich bakterii

Pro detekci bakterii schopnych solubilizace fosforu byl pouzit Pikovskaya (PKV) agar, ktery
na 1 1 obsahuje 10 g glukozy, 5 g fosfore¢nanu vapenatého (Caz(POa)2), 0,5 g siranu amonného
((NH4)2S04), 0,2 g chloridu sodného (NaCl), 0,2 g chloridu draselného (KCI), 0,5 g
kvasni¢ného extraktu, 0,002 g siranu manganatého (MnSOs), 0,002 g siranu Zeleznatého
(FeSOs4), 1000 ml vody a 15 g agaru. (Pikovskaya 1948). Agar se do média neptidava, pokud
potfebujeme médium tekuté. Princip metody spociva v tom, ze médium obsahuje fosfor pouze
V nerozpustné formé — ve formé fosfore¢nanu vapenatého. Fosfore¢nan véapenaty zpiisobuje
bilé zakaleni agaru. Okolo kolonii bakterii, které ho umi rozpoustét, se vytvofi ,,clear zone*,

tedy oblast, ktera zakalena neni. Bakterie, které fosfore¢nan vapenaty rozpustit neumi, maji
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problém na tomto médiu vyrist, protoze maji nedostatek fosforu a pokud vyrostou, ,,clear zone*

kolem sebe netvori.

Kolonie, které kolem sebe vytvotily ,,clear zone‘‘ byly pfeneseny na novy PKV agar a
vyCistény pomoci kiizového roztéru. Z téchto jednodruhovych kolonii byly vytvofeny

glycerolové konzervy, které byly uskladnény pii -80°C do dal$iho pouziti.

2.6. Sekvenace

2.6.1. lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Ultra Clean Microbial Kit. Princip metody
spoCivd v postupném rozpusténi a rozlozeni buiikky pomoci kombinace chemikalii a
mechanického plsobeni na BidBeateru. Bunééné komponenty se rozpusti a jsou poté od DNA
oddéleny pomoci centrifugace. DNA ziistane navdzana na kfemicité membrané, kde se
promyje, aby v ni neziistaly zbytky bunéénych ¢asti a chemikalii pouzivanych k jejich rozkladu.
Nakonec se DNA z membrany uvolni do zkumavky, kde je pfipravena k dal§imu pouZiti
(DNeasy UltraClean Microbial Kit Handbook).

Postup:

1. 1,8 ml mikrobidlni kultury (pokud byla péstovana v tekutétm médiu) dame do
mikrozkumavky a centrifugujeme po dobu 30 s rychlosti 10 000 x g. N&které typy kultur
je nutné centrifugovat déle. Pomoci pipety odstranime supernatant.

2. Buiky, které sedimentovaly na dné¢ mikrozkumavky byly rozmichany v 300 pl roztoku
PowerBead Solution pomoci vortexu. Pokud byla kultura péstovana na pevném médiu,
rovnou ji smichame stimto roztokem (bez centrifugace). Tento roztok zajiStuje
rovnomeérnou distribuci mikrobialnich bun¢k v celém objemu.

3. Do zkumavek bylo pridano 50 pl roztoku Solution SL. Tento roztok obsahuje latky, které
zpusobi 1yzi bunék.

4. Vzorky byly nésledné vloZeny na 30 s do mlynku.

5. Vzorky byly centrifugovany po dobu 1 min rychlosti 13000 x g. DNA zistane
V supernatantu a zbytky bunck sedimentuji na dné¢.

6. Supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml.

7. K supernatantu bylo pfiddno 100 pl roztoku Solution IRS. Smés byla promichana na
vortexu a pak inkubovana pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut.

8. Vzorky byly centrifugovany po dobu 1 minuty rychlosti 13 000 x g.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml. Supernatant
obsahuje DNA, sediment zbytky bunék.

Do mikrozkumavek se supernatantem bylo pfidano 900 ul roztoku Solution SB a obsah
mikrozkumavek byl promichan na vortexu po dobu 5 s. Roztok Solution SB umoziiuje
navazani DNA na kiemi¢itou membranu.

700 pl této smési bylo preneseno na kifemicitou membranu a nasledné centrifugovano po
dobu 1 min rychlosti 13 000 x g. Poté byla slita tekutina, ktera se protekla membranou, na
membranu byl piidan zbytek smési. Vzorky byly znovu centrifugovany po dobu 1 min
rychlosti 13000 x g. Po sliti tekutiny, ktera protekla membranou byly vzorky
centrifugovany jesté jednou. Kapalina, kterd protekla, byla opét slita. Zbytky kapaliny na
membrané byly vybrany mikropipetou. DNA se v tomto kroku navdZze na membranu a
odstrani se z ni vétSina prebytecné kapaliny.

Na membranu bylo pfidano 300 ul roztoku Solution CB a vzorky byly centrifugovany po
dobu 30 s rychlosti 10 000 x g. Roztok Solution CB slouzi k odstranéni zbytk soli a dalSich
zbytkovych latek z membrany.

Byla slita kapalina, ktera protekla membranou a vzorky byly znovu centrifugovany po dobu
1 minuty rychlosti 10 000 x g.

Membréna se vzorkem byla pfenesena do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml.

Na membranu bylo ptidano 50 pl roztoku Solution EB.

Vzorky byly centrifugovany rychlosti 13 000 x g po dobu 1 minuty. Roztok Solution EB
slouZi k uvolnéni DNA navazané na membrané a jejimu vymyti z membrany.

Nakonec byla ze zkumavky odstranéna kifemicita membrana. DNA zlstala na dné
zkumavky.

Koncentrace izolované DNA byla zmétena na ptistroji QUANTUS.

(Zdroj: DNeasy UltraClean Microbial Kit Handbook)(DN Easy b.r.)

2.6.2. PCR asekvenace DNA

Ze ziskané genomové DNA byl za pomoci univerzalniho paru primert 9bfm a 1512uR

amplifikovan tisek DNA, ktery pokryva podstatnou ¢ast genu pro 16S rRNA (Miihling et al.

2008). Program reakce byl nasledujici: denaturace (95°C po dobu 3 min); nasledné 30 cykla

sestavajicich z denaturace (95°C po dobu 3 min), nasedani primerti (52°C po dobu 1 min) a

syntézy DNA (72°C po dobu 90 s). Program byl zakoncen zavere¢nou syntézou (72°C po dobu
10 min).
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Uspésnost PCR byla ovéfena pomoci elektroforézy a vysledny produkt byl purifikovan.

Purifikace slouzi k ziskani ¢isté DNA po dokonceni PCR. Slouzi k vyc€isténi DNA od primerd,
nukleotidli, polymerazy a dalSich latek pouzivanych pii PCR reakci. K purifikaci byl pouzit
QIAquick PCR purification KIT.

Uspé&snost purifikace byla opét ovéiena elektroforézou. Amplikonova DNA byla sekvenovana
metodou Sangerova sekvenovani externim dodavatelem (SEQme s. r. 0.) Amplikony byly

sekvenovany v dopfedném i zpétném sméru

2.6.3. Ur¢eni ziskanych bakterii do druhi podle sekvenci
Hrubé sekvenacni data byla zpracovdna pomoci programu GeniousPrime. Spojenim dvojic
zpétnych a doptednych sekvenci byly ziskdny sekvence cilovych amplikonti 16S rRNA gend.
Ke kazdé unikatni sekvenci bylo pfifazeno taxonomické zatazeni porovnanim s databazi NCBI

Nucleotide Collection (NCBI 1988) za pouziti BLAST algoritmu (Altschul et al. 1990)

prosttednictvim webového rozhrani (BLAST b.r.)

2.7. Inkubace
Z glycerolovych konzerv bylo pfeneseno 100 pl do tekutého Nutrient agaru (na 1 1 obsahuje: 5
g kaseinového peptonu, 2,5 g kvasni¢ného extraktu a 1 g dextrdzy) a kultivovano za stalého
ttepani 2 dny, zméfena optickd denzita pii vinové délce 600 nm a podle toho byly vzorky
nafedény tak, aby optickd denzita bakterii v médiu byla 0,6. Podle toho byly bakterie
pfeockovany do PKV tekutého média tak, aby do média bylo zaockovano vzdy podobné
mnozstvi bakterii. V PKV médiu byly bakterie péstovany po dobu 7 dni pfi teploté 25°C. S
kazdou sérii vzorki byl inkubovan i slepy vzorek (kontrola) — ¢isté sterilni médium, do kterého

nebyly zao¢kovany zadné bakterie.

2.8. Analyza vzorki
Po inkubaci byl ze vzorki (i kontrolnich) odebran podzvorek média pro potteby méfeni obsahu
kyselin, pak byly vzorky centrifugovany a bylo v nich zméfeno pH. Poté byly vzorky filtrovany,

zmrazeny a uskladnény. Nakonec v nich byl zméfen obsah fosfore¢nantl.

2.8.1. Meéreni pH
pH bylo zméteno na pHmetru WTW pH 330i.
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2.8.2. Méreni obsahu kyselin
Vzorky byly upraveny pomoci acetolnitrilu (1,5 ml vzorku a 1,5 ml acetolnitrilu ve sklenéné
vialce), aby se vysrdzely bilkoviny ze vzorku. Poté byly vzorky vortexovany a ptefiltrovany.
Poté bylo ke 400 pl prefiltrovaného vzorku ptidano 590 ul destilované vody a 10 pl interniho

standardu (kyselina fumarova o koncentraci 1 pg/ml)

Obsah kyselin byl zméfen pomoci UHPLC/MS analyzy na chromatografu UHPLC Elute
(Bruker), QTOF Compact (Bruker) v kolon¢ Arion C18 Polar Plus (150 mm, 2,1 mm, 2,2 um)
pii teplot¢ 30°C. Mobilni faze se sklada z: 95% H20, 5% acetonitrilu, 0,04% kyseliny

mravenci. Bylo davkovano 10 ul vzorku.

2.8.3. Méreni obsahu fosfore¢nani
Koncentrace rozpusténych fosforecnant byla méfena spektrofotometricky na analyzatoru FIA

(Flow Injection Analyzer, Foss Tecator)

2.9. Vyhodnoceni vysledkii méieni
Namétené hodnoty obsahu fosforu, kyselin a pH ve vzorcich byly porovnany s naméfenymi

vysledky kontrol pomoci dvouvybérového t-testu v programu R studio (R studio b.r.).

3.  Vysledky

3.2. Vysledky izolace a sekvenace izolovanych bakterii
Celkem bylo nalezeno 52 izolatd, které byly podle podobnosti s referenénimi sekvencemi
pfifazeny k 28 taxonomickym jednotkam. Izolaty, které se liSily, i kdyZ byly pfifazeny do
stejného druhu, byly odliSeny ¢isly. Jeden ze vzorkl se osekvenovat nepodatilo. Vycet vSech
druhti a informace, ve kterém povodi se dané druhy nachazely, je uveden v Tabulce 1. Nejvice
kultivovanych vzorkd bylo zatazeno do druhu Caballeronia mineralivorans, u kterého byly
nalezeny 4 geneticky odlisné formy. Z téch byly tii nalezeny v povodi LA, dvé v povodi VW,
jedna v povodi PU a jedna v povodi VH. Forma, ktera se nachazela v povodi Velkého Hincova
plesa se nenachazela v Zadném jiném. Nejvice druhil bylo nalezeno v povodi PU, kde bylo

nalezeno 12 druht, z toho 9 nebylo nalezeno v zadném jiném povodi.

Pouze taxonomické jednotky Caballeronia mineralivorans a Burkholderia sp. se nachazely ve

vsech povodich soucasné, pticemz Caballeronia mineralivorans v povodi VH byla odlisna od
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bakterii stejného druhu v ostatnich povodich. Burkholderia sp. 4 se nachazela pouze v povodi

PU a Burkholderia sp. 2 se nachazela pouze v povodi WV.

Tabulka 1: seznam druhti a jejich nélezy v jednotlivych povodich (WV — Vys$né Wahlenbergovo jezero, PU
— Pusté jezero, LA — LCadové jezero, VH — Velké Hincovo jezero)

Druh %coverage | %ID accession VW | PU LA VH
Caballeronia mineralivorans 1 100 100 | MT555326.1 | + + + -
Caballeronia mineralivorans 2 100 99.92 | MT555326.1 | + - + -
Caballeronia mineralivorans 3 100 99.3 | MT555326.1 | - - + -
Caballeronia mineralivorans 4 100 99.78 | MT555326.1 | - - - +
uncultured bacterium 1 100 99.49 | MT362452.1 | + - - -
uncultured bacterium 2 99 100 | LC093150.1 - + - -
uncultured bacterium 3 100 99.26 | KX509287.1 - + - -
uncultured bacterium 4 100 99.42 | MT362452.1 | - + - -
uncultured bacterium 5 100 99.79 | JQ678546.1 - + - -
uncultured bacterium 6 100 100 | LC093150.1 - - - +
Frondihabitans sp. 1 95 99.85 | MK135915.1 | + - + -
Frondihabitans sp. 2 95 99.77 | MK135915.1 | - - + -
Frondihabitans sp. 3 100 100 | HG796186.1 | - - - +
Caballeronia udeis 100 100 | MK302235.1 | + + - -
Burkholderia sp. 1 100 100 | KY681960.1 | + + - +
Burkholderia sp. 2 100 99.78 | KY681960.1 | + - - -
Burkholderia sp. 3 100 99.93 | KY681960.1 | - - + +
Burkholderia sp. 4 100 100 | KY681969.1 - + - -
uncultured Burkholderiales bacterium 1 100 100 | LC213287.1 | + - - +
uncultured Burkholderiales bacterium 2 100 100 | LC213280.1 | - - - +
uncultured Burkholderiaceae bacterium 100 99.77 | MT002698.1 | - + - -
Kitasatospora mediocidica 100 99.83 | NR_112444.1 | - + - -
uncultured Pseudomonas sp. 100 100 | KM656395.1 | - + - -
Sphingomonas sp. 100 100 | CP037913.1 | - + - -
Pseudomonas sp. 1 100 99.93 | CP080597.1 - - + -
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT555326.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H9WJNWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT555326.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H9WJNWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT555326.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H9WJNWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT555326.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H9WJNWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT362452.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PKJK2RJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK135915.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PP5RZMX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK135915.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PP5RZMX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK302235.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PPHBGN8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY681960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31BCV4B901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY681960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31BCV4B901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY681960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31BCV4B901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC213287.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31HT4M7501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC213280.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=38VXDFDU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112444.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3453ZFC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM656395.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=34BPG2F8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP037913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=36NHYEW3013

Pseudomonas sp. 2

100

99.92

CP052856.1

Pseudomonas sp. 3

100

99.93

LC040881.1

Bez nazvu

3.3. Vysledky méreni pH, obsahu fosforu a obsahu kyselin.
Vysledky méfeni pH, obsahu kyselin a obsahu rozpusténého fosforu pro jednotlivé druhy jsou
uvedeny v Tabulce 2. Pouze pét vzorka prikazné nezvySovalo obsah rozpusténého fosforu
v médiu. pH se oproti kontrolam v nékterych vzorcich nezménilo, v nékterych se prikazné

snizilo a nékteré vzorky ho pritkazné zvySovaly.
Rozsah pH ve vzorcich byl od 3,98 do 8,02, pH kontrol bylo v priméru 6,10.

Nejnizsi pH bylo naméfeno u bakterie Frondihabitans sp. 3 nalezené v povodi Velkého
Hincova plesa, ktera snizila pH na 3,98. Nejvyssi pH bylo naméfeno u uncultured
Burkholderiaceae bacterium z povodi Pustého plesa, ktera zvySovala pH média na 8,02.

Koncentrace fosforu v médiu u tohoto vzorku byly nejnizsi ze vSech vzorka — 6,22 mg/I.

Koncentrace rozpusténého fosforu se pohybovala od 6,22 mg/l do 553,3 mg/l koncentrace

fosforu v kontrolach byl 9,86 mg/I1.

Nejvice fosforu rozpoustél izolat Pseudomonas sp. 2 nalezeny v povodi Ladového plesa, ktery

zvysil koncentraci fosforu v médiu na 553,3 mg/l. Ten snizoval pH na 4,13.

Nejvice vzorkli produkovalo kyselinu citrébnovou, kterou produkovalo 9 vzorkl, nejméné
vzorkli produkovalo kyselinu jantarovou, jejiz obsah prikazné zvySoval pouze jeden vzorek.
Kyseliny jantarova a glukonova se v malém mnozstvi nachazely i v kontrolach, v nékterych
vzorcich obsah téchto kyselin v médiu oproti kontroldm poklesl. Nejvice riznych kyselin
produkoval jeden zizolath zatazeny jako Frondihabitans sp. 1, ktery produkoval vSechny
méfené kyseliny s vyjimkou kyseliny 2-ketoglukonové. Zadné z méfenych kyselin nebyly
zaznamenany u izolati Caballeronia mineralivorans 3 a 4, uncultured bacterium 5,
Burkholderia sp. 2, 3, a 4, uncultured Burkholderiales bacterium 2, Pseudomonas sp. 3 a u
vzorku, ktery nebyl taxonomicky zatazen. Izolat uncultured bacterium 5 ovsem snizil pH média na

5,95 (nepriikazn€) a zvysil obsah fosforu v médiu na 100 mg/1.
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Tabulka 2: vysledky inkubace a méfeni pH, obsahu kyselin a rozpusténého fosforu (pramér ze vzorki néalezicich
k danému izolatu a statisticka odchylka). Zlutd jsou oznateny vzorky, které se od kontrol ve vyhodnoceni t-testu
v dané charakteristice prikazng lisily (p <0,05). Sedé jsou oznadeny izolaty, které byly inkubovany vicekrat a
v n¢kterych opakovanich se od kontrol prikazné lisily (p <0,05) a v jinych ne.

Druh pH Kyselina 2- Kyselina Kyselina | Kyselin | Kyselin | Kyselina Fosfor
ketoglukonova | citronova | glukonova a a jantarova (mg/l)
(ul/ml) (ul/ml) (ul/ml) mlééna | jable¢na (ul/ml)
(u/ml) | (ul/ml)
Caballeronia 6.368 0 0 0 0 0 0| 78.6
mineralivorans 1
+0.268 +19.8
Caballeronia 5.502 1.54+1.91 4.46 0| 56.9 6.54 11.955 236 + 198
mineralivorans 2
+ 0.851 +491 +62.4 +7.87 + 15.459
Caballeronia 6.03 £0.02 0 0 0 0 0 0|88.1
mineralivorans 3
+3.51
Caballeronia 6.16 0 0 0 0 0 0| 60.6
mineralivorans 4
+0.078 +12.8
uncultured 4,533 0| 7.65 1.30 0] 9.66 23.319 241
bacterium 1
+0.196 +1.94 +0.766 +6.47 +19.206 |+18.6
uncultured 6.09 0431 1.81 0 0 0 | 81.667
bacterium 2
+0.017 +0.991 +0.653 +3.612
uncultured 4,933 0.594+1.030 | 0.983 406 + 557 01 3.69 20.141 115+102
bacterium 3
+ 0.966 +1.70 +6.39 +12.799
uncultured 4.31 1.30+1.13 5.11 0| 20.6 3.578 16.116 261
bacterium 4
+ 0.044 +0.902 +1797 | £3.101 |+7.179 +11.6
uncultured 5.95 0 0 0 0 0 0| 100
bacterium 5
+0.017 +3.16
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uncultured 6.29 9.36 0 0 0 0]97.2
bacterium 6

+0.009 +0.323 +2.01
Frondihabitans 5.183 497 0.366 28.1 3.731 8.411 237 £ 170
sp. 1

+1.118 +5.47 + 0.896 +31.5 +4.147 | £9.550
Frondihabitans 4.207 4252+0.270 | 16.545 17.463 23.4 0.00 0.00 | 260
sp. 2

+0.021 +6.010 +2.395 +1.97 +5.13
Frondihabitans 3.983 1.466 £ 0.038 0| 6.633 42.1 4.854 0| 349
sp. 3

+0.012 +1.776 +1.49 +0.119 + 8.89
Caballeronia 6.37 0| 2.56 0 0 0| 48.0
udeis

+0.340 +7.68 +23.7
Burkholderiasp.2 | 6.11 0 0 0 0 0]58.0

+0.040 +1.72
Burkholderiasp. 3 | 6.12 0 0 0 0 0721

+ 0.080 +21.8
Burkholderia sp. 4 | 6.03 0 0 0 0 0| 85.0

+0.021 +2.81
uncultured 5.595 36.796 0 0]4.195 +]3.590 +|6331 =+|189
Burkholderiales 6.863 4,158 7.556
uncultured 6.10 0 0 0 0 0| 79.267
Burkholderiales
bacterium 2 +0.021 +7.146
uncultured 8.02 175.379 6.067 0.00 0.00 0.00 0.00 | 6.223
Burkholderiaceae
bacterium +0.125 +151.922 +1.499 +1.789
Kitasatospora 4.48 12.780 1.225 0.00 | 11.2 0.00 | 118
mediocidica

+0.086 +0.872 +0.103 +0.362 +5.196
uncultured 573+ 1.51 | 1554.431 1.364 3.143 92.0 2.080 0 | 195.567
Pseudomonas sp.

+ 1436.036 +1.208 + 0.846 + 159 +1.829 +250.202

Sphingomonas sp. | 5.33 0|0.433 0 0 0158

+ 0.097 +0.750 +4.693
Pseudomonas sp. | 3.90 2931+ 262 0 0| 241 0 0438
1

+0.180 +71.3 +7.371
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Pseudomonas sp. | 4.13+0.216 | 3884 + 333 0 0] 201 0 0 | 553

2 +14.4 +7.37

Pseudomonas sp. | 6.27 0 0 0 0 0 01483

3 + 0.047 +6.01

Bez nazvu 6.00+0.006 0 0 0 0 0 0751
+5.10

Kontrola 6.10 =0.108 0 0]1.74+2.73 0 0| 8.40+£3.45 | 9.86+1.28

4. Diskuse

Izolace jednotlivych solubilizujicich bakterii ze vzorkli kament ze sutovych poli sledovanych

povodi Tatranskych ples byla ispésna.

Nejvice izolati bylo zatazeno do druhu Caballeronia mineralivorans. Bakterie tohoto rodu jsou
al. 2023; Noh et al. 2021). Izolaty zafazené do tohoto druhu kyseliny neprodukovaly,

s vyjimkou jednoho vzorku z povodi VW, ktery produkoval kyselinu mlé¢nou a citronovou.

Ctyii z izolatd patiily do rodu Pseudomonas. Bakterie rodu Pseudomonas byly uvadény jako
pudni bakterie se schopnosti rozpoustét fosfor jiz diive (Buch, Archana, a Naresh Kumar 2008;
Kishore et al. 2015; Miller et al. 2010; Noh et al. 2021; Zhao et al. 2014).

Dalsi izolaty pafily do fadu Burkholderiales — 4 riizné izolaty s nazvem Burkholderia sp. 1 — 4,
2 rizné izolaty s nazvem uncultured Burkholderiales bacterium 1 a 2 a jeden snéazvem
uncultured Burkholderiaceae bacterium. Pfestoze jsou zastupci této skupiny Casto uvadéni jako
pidni mikroorganismy solubilizujici fosfore¢nany (Kishore et al. 2015; Rawat et al. 2021; Zhao
et al. 2014), ani jeden vzorek vyrazné nesnizoval pH, ani nerozpoustél fosforu vice nez ostatni
izolaty. Vzorek uncultured Burkholderiaceae bacterium naopak pH média zvysil na 8,02 a

obsah fosforu v médiu byl u tohoto vzorku nejnizsi ze vsech vzorku.

Organické kyseliny jsou uvadény jako nejCastéjsi zptisob solubilizace fosfatli. Vzorky byly
testovany na piitomnost kyseliny citronové, glukonové, mlécné, jable¢né, jantarové a 2-

ketoglukonové, protoze tyto kyseliny jsou produkovany nejcastéji. (Rawat et al. 2021).

20




Nekteré bakterie ale neprodukovaly zadné kyseliny ani nesnizovaly pH, piestoze fosfor

prukazné rozpoustély, 1 kdyz obvykle v mensim mnozstvi nez bakterie, které pH snizovaly.

Jeden z izolatt Caballeronia mineralivorans 1 prikazné zvysoval pH na 6,61 (praimérné pH
kontrol bylo 6,10), zaroven zvySoval koncentraci fosforu v médiuna 101,1 mg/l a neprodukoval
zadnou z méfenych kyselin. Chen et al. (2006) a Sperber (1958) také zaznamenali solubilizaci
P aniz by doslo k produkci kyselin nebo snizeni pH. Je mozné, ze bakterie rozpoustéla fosfor
néjakym jinym mechanismem nez tvorbou kyselin, napf. tvorbou sideroford nebo
exopolysacharidi (Rawat et al. 2021; Toscano-Verduzco et al. 2020; Yi et al. 2008), i kdyz
Toscano-Verduzco et al. (2020) zaznamenali tvorbu exopolysacharidii pouze za soucasné

produkce organickych kyselin a snizeni pH média.

Izol4t uncultured bacterium 5 snizil pH média na 5,95 (nepriikazn€) a zvysil obsah fosforu v
médiu na 100 mg/l. Je mozné, ze produkoval jiné kyseliny, nez které byly v médiu méfeny.
Také mohl solubilizovat fosfor pomoci jinych mechanismii (exopolysacharidi nebo siderofori)

(Rawat et al. 2021).

U dvou vzorkd Pseudomonas sp. 1 a Pseudomonas sp. 2 byla naméfena produkce kyseliny 2-
ketoglukonové a u Pseudomonas sp. 1 jesté produkce kyseliny mlééné. Pseuomonas sp. 2
rozpoustéla ze vSech izolatd nejvice fosforu. Vzorky Pseudomonas sp. 3 a uncultured
Pseudomonas sp. kyseliny neprodukovaly. Miller et al. (2010) uvadgji produkei kyseliny
glukonové a kyseliny 2-ketoglukonové, o produkci kyseliny mlécné, ktera byla naméfena

Vv jednom ze vzorki se nezmitiuji. Zadny z izolatl kyselinu glukonovou neprodukoval.

Bakterie, které byly zatazeny do stejné taxonomické jednotky, a byly nalezeny opakovang, byly
inkubovany né¢kolikrat, pokazdé z jiného vzorku, aby byla zachycena variabilita v ramci
taxonomickych jednotek. Mezi jednotlivymi vzorky jedné taxonomické jednotky byla
zaznamenana pomeérné velkd variabilita. Jeden ze dvou izolatd Frondihabitans sp. 1 zvySoval
obsah fosfore¢nanti na 82,27 mg/l a pH média bylo 6,20, druhy izolat Frondihabitans sp. snizil

pH média na 4,16 a zvysil obsah fosfore¢nanti na 393 mg/I.

Byly izolované a osekvenované pouze bakterie, které byly schopné riist na agarovém
Pikovskaya médiu pfii teploté cca 25°C a to pomérné rychle rostouci (takové, které byly schopné
béhem jednoho tydne v téchto podminkach vytvofit viditelné kolonie tvofici ,,clear zone®).
Velka cast epilitickych bakterii vSak roste velmi pomalu, ty pfi takto kratké dob¢ inkubace ani

nemohly byt zaznamendny. Mnohé také potiebuji specifické podminky pro sviij rast (napf.
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pritomnost symbiontll), protoze spolecenstva epilitickych bakterii jsou velmi specificka a

komplexni (Gorbushina 2007; Gorbushina a Broughton 2009).

5. Zavér
Cilem této prace bylo zjistit, jestli se na kamenech v povodi ples ve Vysokych Tatrach nachazi
bakterie, které jsou schopné rozpoustét anorganické fosforeCnany a uvoliovat do svého

prostiedi fosfor, a tak pfispivat ke zvySovani obsahu fosforu v plesech.

Ob¢ hypotézy byly potvrzeny, nebot’ vysledky inkubace a méteni rozpusténé¢ho fosforu v
médiich potvrzuji, Ze bakterie izolované¢ z kament v povodi ples jsou schopné rozpoustét
fosfore¢nan vapenaty pomoci organickych kyselin. Ne vZzdy je vSak rozpousténi fosfore¢nanu
spojeno s produkei organickych kyselin a poklesem pH v médiu, coz je v souladu s vysledky

ptedchozich vyzkum (Chen et al. 2006; Kim, McDonald, a Jordan 1997; Sperber 1958).

Byly inkubovany pouze rychle rostouci bakterie, které tvofi jen malou Cast epilithickych
organismu. Proto by pro lepsi pochopeni diverzity téchto organismi bylo vhodné provést také

dlouhodobé;jsi inkubacéni experiment s riznym slozenim média a nastavenim dal$ich podminek.
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