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Mikrobiologické charakteristiky pid kontaminovanych
thalliem

Souhrn

ey

Tato diplomova prace se zabyva prokaryotickymi spoleCenstvy Zijicimi v padach
s kontrastnim hospodaiskym vyuzitim, které jsou zatizené vysokymi obsahy thallia (T1). Prace
se soustfed’'uje na zhodnoceni vlivu rizného vyuziti ptidy na chemismus TI, a S nim spojené
pusobeni Tl na slozeni a diverzitu prokaryotického spolecenstva pfitomného v putidnich
agregatech. Pro studium byla vybrana lokalita Erzmatt, ktera se nachazi ve §vycarském pohoti
Jura v blizkosti Basileje. Zajmova lokalita byla dfive aktivné zeméd¢€lsky vyuZzivana, dnes
zde nalezneme divoky lu¢ni porost obklopeny lesem. Pudy Erzmattu obsahuji extrémné vysoké
obsahy TI, ale i As a Fe, jejichz zdrojem je (hydrotermalni) TI-As-Fe sulfidicka mineralizace.

Vzorky pudy byly odebrany z jednotlivych ptdnich horizontl lu¢niho a lesniho ptidniho
profilu. Z ¢asti vzorkd pady byly stanoveny zakladni fyzikalné-chemické ptidni charakteristiky,
celkové obsahy TI, chemicka frakcionace Tl (pomoci BCR sekvenéni extrakce), podil
organické hmoty v pudnich agregatech ¢i mineralogické slozeni pudy prostiednictvim
rentgenové praskové difrakce (XRD). Porovnanim vyslednych hodnot nebyl potvrzen
ptedpoklad, Ze rozdilné hospodaiské vyuziti pidy ma zde vliv na chemismus Tl. Vyznamny
rozdil nebyl zjiStén mezi pidnimi profily jak v celkovém obsahu TI, tak podilu zastoupeni
jednotlivych TI frakci. V obou puadnich profilech byly zjistény anomalni obsahy TI,
znichz az~90 % z celkového obsahu TI nalezelo vzdy rezidudlni Tl frakci asociované
na silikaty prokazujici vysokou geochemickou stabilitu Tl

K ziskani mikrobiologickych charakteristik byla provedena extrakce celkové DNA
z pudnich agregati, amplifikace genu pro 16S rRNA metodou PCR a nasledné sekvenace
tohoto genu technologii Illumina MiSeq. Vysledky sekvenace vedly k zhodnoceni diverzity
a slozeni prokaryotickych spolecenstev. Statisticky vyznamny rozdil mezi pudnimi profily
v diverzité ani ve slozeni archaealniho a bakterialniho spolecenstva se nepotvrdil. To znamena,
ze vyuziti pudy nema na této lokalité vliv na slozeni pidni bioty.

Kombinaci vysledkt fyzikalné-chemickych, geochemickych a mikrobiologickych
méfeni, byla zjisténa znacna variabilita prokaryotického spole¢enstva mezi plidnimi agregaty
jak daného pudniho horizontu, tak napfi¢ celymi padnimi profily. Statistické analyzy
nepotvrdily vliv koncentrace Tl ani dalSich padnich parametrd méfenych v této studii
na variabilitu spolecCenstev. Vyznamna variabilita prokaryot v ptidnich agregétech, ktera je dana
méfenych vlastnosti pidy na slozeni prokaryotického spoleCenstva. Navzdory tomu byly
taxonomickym rozborem prokaryotickych spolecenstev v obou profilech prokdzany bakterialni
taxony, které byly v minulosti spojeny se schopnosti adaptace na prostiedi zatiZzené rizikovymi
prvky.

Klicova slova: thallium, ptudni biota, speciace Tl, ekotoxicita, DNA



Microbiological characteristics of Tl-contaminated soils
Summary

This diploma thesis deals with prokaryotic communities living in soils with different
land use, which are loaded by high contents of thallium (TI). The thesis examines if the different
land use influences Tl chemistry and Tl effects the composition and diversity of prokaryotic
community located in soil aggregates. The locality Erzmatt situated in the Swiss Jura Mountains
near the city Basel was chosen for the study. The study area was actively used for agriculture
in the past, but we find there a wild meadow vegetation surrounded by forest there nowadays.
Erzmatt soils contain extremely high contents of Tl but also As and Fe, whose source
is (hydrothermal) TI-As-Fe sulfide mineralization.

Soil samples were collected from individual soil horizons of meadow and forest soil
profiles. The basic physico-chemical characteristics of soils, total Tl contents, chemical
fractionation of Tl (using BCR sequential extraction), the soil organic matter contents in soil
aggregates or mineralogical composition of soils by X-ray diffraction (XRD) were determined
from a part of soil samples. The comparison of resulting values did not confirm the assumption
that different land use of soils effects Tl geochemistry. No significant difference was found
between soils profiles both in the total Tl content and in the percentage of individual TI
fractions. Anomalous contents of Tl were showed in both soil profiles, of which up to ~90 %
of total Tl content always belonged to residual fraction associated with silicates showing high
geochemical stability of TI.

The total DNA extraction from soil aggregates, amplification of the 16S rRNA gene
by PCR method and after that sequencing of this gene by Illumina Miseq technique were
performed to obtain microbiological characteristics. Results of sequencing led to an evaluation
of the diversity and composition of the prokaryotic communities. A statistically significant
difference in diversity and composition of archaeal and bacterial communities between soil
profiles was not confirmed. It means that land use of soil in the study area did not influence
on composition of soil biota.

Considerable variability of prokaryotic community was found between soil aggregates
as in the individual soil horizons so through the whole soil profiles by the combination
of the results of physico-chemical, geochemical and microbiological experiments. Statistical
analyzes did not confirm the influence of TI concentration or other soil parameters measured
in this study on the variability of communities. Significant variability of prokaryotes in soil
aggregates, which is given by the unique environment inside the aggregates, probably caused
an overlap of the Tl effect and other soil properties on the composition of the prokaryotic
community. Despite this, taxonomy analysis of prokaryotic communities showed bacterial taxa
in both soil profiles, that were associated with the ability of adaptation on the environment
contaminated by risk elements.

Keywords: thallium, soil biota, Tl speciation, ecotoxicity, DNA
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1 Uvod

Kontaminace pudy stopovymi (rizikovymi) prvky je v fadé zemi svéta zasadnim
problémem pro jejich potencialné rizikové plisobeni na ekosystémy, potravinovou bezpecnost
a v kone¢ném dusledku i na lidska zdravi (Facchinelli et al. 2001; Perotti et al. 2018). Stopové
prvky (kovy ev. metaloidy) jsou vSudypfitomné a Siroce rozsifené latky v zivotnim prostiedi
v dasledku antropogenni ¢innosti, ale i pfirodnich zdroju (Glorennec et al. 2016). VVzhledem
ke své perzistentni a biologicky neodbouratelné povaze piedstavuji vyznamny environmentalni
stresor pro suchozemska mikrobialni spolecenstva, ale i pro vyssi biotu (Rousk & Rousk 2018;
Jiang et al. 2020). Ptitomnost stopovych prvkd v ptidé v mnozstvi toxickém pro organismy
byva detekovano pomoci bioindikatord. Padni mikroorganismy jsou povazovany za jedny
Z nejslibngjsich, jelikoz jsou schopny velmi rychle reagovat na zmény podminek Vv prostiedi,
se kterymi jsou Vv bezprostiednim kontaktu diky vlastnimu velkému povrchu (Guo et al. 2017;
Stefanowicz et al. 2020). Vysoké zatizeni rizikovymi prvky mutize napiiklad ovlivnit diverzitu
pudnich mikrobi. Jinymi ukazateli hodnoticimi zdravi pidy prostfednictvim mikroorganismi
jsou enzymaticka aktivita ¢i velikost mikrobialni biomasy. I pfestoZe byl popsan ¢asty negativni
vliv rizikovych prvka na mikroorganismy, existuji mechanismy, kterymi jsou mikroby schopny
dosahnout adaptace zejména Vv mistech s dlouhodobou piitomnosti polutantu. V takovém
ptipadé lze vyuzit k zhodnoceni vlivu zatizeni pudy slozeni mikrobiadlniho spoleCenstva,
které mize prokazat posun struktury mikrobti smérem k méné citlivym druhiim. Diverzita
a slozeni prokaryotického spolecenstva byly nékolika autory shledany jako efektivnéj§i méfitka
zdravi pudy (Hartmann et al. 2014; Stefanowicz et al. 2020). Pro studium téchto dvou ukazateld
se v poslednich letech staly dilezitymi molekularni metody zahrnujici amplifikaci a sekvenaci
genu 16S rRNA (Lauber et al. 2009; Chodak et al. 2013) umoznujici lepsi vhled dobakterialnich
a archaealnich spolecenstev na rozdil od metod zaloZzenych na kultivaci mikroba.

Rada studii se v minulosti zaméfila na stopové (rizikové) prvky jako je Pb, Hg, Cd, Cu,
Zn ¢i As obsazené v pud¢ a jejich vliv na mikrobialni spole¢enstva, ale jen malo je zodpovézeno
Vv otazce Vlivu ptitomnosti Tl v ptidnim prostiedi na prokaryoticka spolecenstva.

Thallium je neesencialni stopovy prvek, jehoz toxicita pievySuje €¢i je srovnavana
s toxicitou Hg, Pb, Cd ¢i Cu (Nriagu 1998; Peter & Viraraghavan 2005). Antropogenni ¢innost
predstavuje dominantni faktor zvysujici koncentraci Tl v zivotnim prostfedi. To zahrnuje
predevsim t&€zbu a zpracovani sulfidickych rud, spalovéani uhli ¢i vyrobu cementu. Pfirozeny
vyskyt Tl v zivotnim prostiedi je soustiedén v zemské kute, kde jsou jeho nositelem nékteré
horniny. Nejcastéji se Tl asociuje na sulfidické mineraly, jako naptiklad sfalerit (ZnS), galenit
(PbS) ¢i pyrit (FeS2). Svym litofilnim charakterem jej vSak lze nalézt také v draselnych Zivcich,
slidach nebo illitu v disledku zamény iontd TI* za K*. Koncentrace Tl v Zivotnim prostfedi
je zpravidla nizka, ovSem objevily se lokality s anomalnim obsahem Tl jak v geologickém
podlozi, tak i v ptidnim substratu v disledku zvétravani ¢i alterace hornin. Jednim z takovych
mist je i studovana oblast Erzmatt (Svycarska Jura).

Pro svou zavaznou ekotoxicitu projevujici se akutnimi a chronickymi u¢inky na organismy,
byla v predlozené diplomové praci testovana mikrobidlni spolecenstva ve dvou
reprezentativnich pudnich profilech zatizenych Tl. Cilem prace bylo zhodnotit mikrobidlni
spolecenstva ve vztahu k celkovému obsahu, chemické frakcionaci, potencialni dostupnosti
a speciaci Tl v pudé (Vangk et al. 2009; Grosslova et al. 2015).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo testovat a charakterizovat mikrobidlni spoleCenstva v pudach
s kontrastnim hospodafskym vyuzitim (les x louka) v oblasti zatizené TI-As sulfidickou
mineralizaci. Soucasti bylo také objasnit variabilitu mikrobialniho spolecenstva - prokaryot
Vv piirozenych pudnich agregatech a zhodnoceni vlivu koncentrace Tl na jejich mikrodistribuci.

Hlavni hypotézy:

e Hypotéza 1: Vyuziti pid ma vliv na slozeni pidni bioty a chemismus TI.
e Hypotéza 2: Lokalni ptidni biota, tj. ovlivnéna TI, je odliSna od nekontaminované pudy.

e Hypotéza 3: Variabilita mikrobidlniho spoleCenstva mezi agregaty je zavisla
na koncentraci TI.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecné informace o thalliu

Thallium (Tl) je pomémé vzacnym stopovym prvkem. Jeho primérnd koncentrace
v zemské kiife se pohybuje v rozmezi 0,01-1 mg kg* (Peter & Viraraghavan 2005; Wei
et al. 2019). Historie objeveni Tl saha do 19. stoleti, kdy jej v roce 1861 popsal anglicky chemik
William Crookes. Nezavisle na anglickém védci bylo Tl soucasné zkouméno francouzskym
védcem C. A. Lamym. Thallium bylo objeveno pomoci spektroskopickych metod
a pojmenovano na zdklad¢ charakteristické zelené linie v plamenném spektru (Greenwood
& Earnshaw 1993).

Z hlediska chemického chovani pfipomina T1 ,,t€Zké kovy*, jako jsou olovo (Pb), zlato
(Au) a stiibro (Ag), ale podoba se i alkalickym kovim, pfedevsim drasliku (K), rubidiu (Rb)
a cesiu (Cs) (Peter & Viraraghavan 2005).

Thallium fadime stejné jako Al, Ga a In do III. A skupiny periodické tabulky prvki.
Jedné se o neesencidlni prvek, respektive kov. Protonové ¢islo TI je 81, tedy liché dislo,
gemuz odpovida i jeho nizky pocet stabilnich izotopt (?®TI, 2%Tl) (Greenwood & Earnshaw
1993). Primérna relativni atomova hmotnost T1 ¢ini 204,37.

Thallium se v zivotnim prostiedi vyskytuje ve dvou oxidac¢nich stavech, a to ve formeé
monovalentni TI(I) a trivalentni TI(II) (Ralph & Twiss 2002). Thallium(I) je ptevladajici
a termodynamicky stabilnéj§i formou v pfirodnim prostfedi, ale naptiklad v povrchovych
vodach mize vyznamné nariistat mnozstvi rozpusténého TI(IIT). Monovalentni Tl je vysoce
rozpustné ve vodnych roztocich. Trivalentni forma Tl je vysoce reaktivni a muze byt lehce
hydrolyzovana za podminek neutralniho pH prostiedi (Aguilar-Carrillo et al. 2020).

3.2 Zdroje thallia v Zivotnim prostiedi

3.2.1 Pftirozené zdroje

Nedilnou soucasti tvorby piid je zvétrdvani minerald, pficemz se ale také soucCasné
uvolnuji anorganické Ziviny nebo kontaminanty (véetné TIl), které mohou déale vstupovat
do pudniho roztoku nebo byt stabilizovany pomoci mechanismt adsorpce a/nebo srazenim,
ev. spolusrazenim. Koncentrace stopovych (toxickych) prvkd v pfirozeném prostiedi znacné
zavisi na jejich obsahu v podlozi, povaze primarnich minerald, ptidnim typu a geochemickych
parametrech jako jsou: pH, redoxni potencial (Eh), vihkost, teplota (Herrmann et al. 2018).

Obsah Tl v zivotnim prostiedi je dominantné spojen s ptitomnosti iontd TI(I).
Vzhledem ke svému litofilnimu charakteru je TI schopno nahrazovat ionty Rb(1)* ¢i K(I)*
diky podobnému iontovému poloméru a stejné valenci (Nriagu 1998), a tak jej lze nalézt
naptiklad v granitech, kde dochazi k substituci K v draselnych zivcich ¢i slidach (Tremel et al.
1997b), nebo v jilovych mineralech, jako napt. illitu (Voegelin et al. 2015).

Nejcastéjsim vyskytem Tl v piirod¢ jsou sulfidické rudy fady rizikovych prvka
(Kazantzis 2000). To je dano chalkofilni povahou TI, ktera spociva ve vysoké afinité Tl k siie
(S) (Rader et al. 2018). Nejvyznamnéjsimi oblastmi z hlediska vysokého obsahu T1 v sulfidech



jsou naptiklad: Severni Makedonie - loziska realgaru (AssSs) Vv oblasti Allchar (Anderson
et al. 1999; Kazantzis 2000; Alderton et al. 2005; Baceva et al. 2014), Cina (Xiao et al. 2004),
Francie (Tremel et al. 1997b), Polsko (Karbowska et al. 2014; Vanék et al. 2013a), Svycarsko
(Voegelin et al. 2015; Herrmann et al. 2018). V oblasti Lanmuchang v jihozapadni provincii
Guizhou v Ciné se koncentrace Tl ve vzorcich sulfidickych rud pohybovala mezi 100 az 35 000
mg kg ! (Xiao et al. 2004). Né&které studie poukazuji na existenci vyznamné geochemické
korelace mezi sulfidy Fe a TI.

V hydrotermalnich systémech je Tl vazano na sulfidy, jako jsou zejména pyrit (FeS>),
sfalerit (ZnS) a markazit (FeS2) (Karbowska 2016). Naptiklad bylo zjisténo, ze sfalerit (ZnS)
apyrit (FeSz) z oblasti Horniho Slezska (Slezsko-Krakowska loziska v Polsku - Olkusz,
Bukowno) obsahuji extrémni koncentrace TI. V Fe sulfidech tam bylo naméfeno
80- 1000 mg Tl kg, u sulfidi Zn pak 60-280 mg Tl kg™. RovnéZ v oblasti Lodares nachazejici
se ve stiednim Spanélsku v provincii Soria bylo detekovano vysoké mnozstvi, a to 188
mg Tlkg? v hydrotermalnim pyritu (Garrido et al. 2020). Zvétravani téchto sulfidii vede
k disperzi Tl v sedimentarnich horninach, jakoz i v hydroxidech Zeleza a manganu
a organickych latkach, véetné uhli (Lis et al. 2003).

Thallium v uhli byva asociovano vétsinou se sulfidy Fe, tedy predevsim s pyritem (FeS>).
I piestoze Tl mize byt zde piitomno také v souvislosti s jilovymi mineraly (pfevazné illitem,
(K,H30)Al>(Si,Al)4010(OH)2), dominantni koncentrace Tl byla zaznamenana primarné
u sulfida (Spears & Tewalt 2009; Lopéz-Antén et al. 2013). Uvadi se, ze koncentrace TI
ve vétsiné uhli se pohybuje v rozmezi 0,5-3 mg kg (Lopéz-Antén et al. 2013). Paulo et al.
(2007) studovali obsah Tl ve vzorcich ¢erného uhli odebranych v oblasti Horniho a Dolniho
Slezska, a hnédého uhli z doli Turéw, Belchatow a Kozmin (Polsko) pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Ukazalo se, ze koncentrace TI
v hnédém uhli se pohybovala vrozmezi 0,2-2,4 mg kg? a v ¢erném uhli to bylo 0,2-
5,3 mg kg L. V oblasti Lanmuchang (Cina) byly zaznamenany extrémni koncentrace T v uhli,
ato 12-46 mg Tl kg™ (Xiao et al. 2004). Vangk et al. (2016) naméiili v uhelném pyritu tvoficim
piimés hnédého uhli z dolu Turéw koncentraci Tl ~24,5 mg kg™

Vzacnéji se Tl vyskytuje ve formé minerala Tl jako jsou lorandit (TIASS>), carlinit (T1.S)
(Xiong 2007), hutchinsonit (PbTIAssSg), crookesit ((Cu, TI, Ag)2Se) ¢i urbait (T1As2SbSs),
Ktery miize obsahovat az 30% ptimés Tl (Karbowska 2016).

Thallium jako litofilni prvek ma vysokou afinitu ke kysliku, kterd zplsobuje
jeho piitomnost také v aluminosilikatovych mineralech (Clarke & Sloss 1992).

Dalsimi nositeli Tl v pfirozeném prostiedi jsou nékteré druhotné mineraly. Mezi né patii
napiiklad avicennit (T1203) ¢i substituovany TI(I)-jarosit, které vznikly v disledku intenzivniho
zvétravani zil TI-As-Fe sulfidické mineralizace probihajici v uhli¢itanové horning. Tento jev
je znam naptiklad na lokalité Erzmatt ve Svycarsku (Voegelin et al. 2015). Také lze TI
identifikovat jako soucast urcitych typti Mn-oxidu.



3.2.2 Antropogenni zdroje

Obecn¢ se Tl nachéazi v pfirodnim prostiedi ve velmi nizkych koncentracich. Lidsky
faktor vSak vyznamné piispiva ke zvySovani jeho obsahii na vSech jeho urovnich (voda, puda,
rostlina apod.).
se spalovanim uhli, vyrobou cementu, dale pak tuhé ¢i kapalné odpady z tézby a metalurgie
zeleznych a nezeleznych rud (Kazantzis 2000; Kersten et al. 2014; Gomez-Gonzalez et al. 2015;
Vangk et al. 2018).

Taveni rud obsahujicich T1 (PbS, FeS, ZnS apod.) za velmi vysokych teplot je obvykle
povazovano za dominantni lokalni zdroj kontaminace Tl Zivotniho prostiedi (Yang et al. 2009;
Vanék et al. 2013a). Pievazna ¢ast sloucenin TI je v prostiedi vysokych teplot (>600 °C)
volatilni (Lopéz-Antén et al. 2013; Liu et al. 2016), a tak nedochazi k ¢innému zachytavani
volatilizovanych slouc¢enin Tl pomoci elektrostatickych nebo mechanickych odlu¢ovacéu
emitovanych spalin (Peter & Viraraghavan 2005; Vangk et al. 2016). V disledku toho
Ize predpokladat, ze vyznamné mnozstvi Tl miize byt mobilizovano do atmosféry a dalSich
slozek zivotniho prostfedi. Primémé koncentrace Tl ve svrchnich padnich horizontech
v oblastech ovlivnénych metalurgii obohacenych rud obvykle presahuji 10 mg kg (Lis et al.
2003; Boughriet et al. 2007).

Za dalsi potencialni antropogenni zdroj Tl je povazovana vyroba kyseliny sirové,
ktera se ziskava zpracovanim pyritové rudy (FeS2) (Yang et al. 2009).

V prubéhu spalovani uhli a vyroby cementu se Tl oxiduje pii vyssi teploté na plynné faze,
piicemz ale v oblastech s nizkou teplotou casto kondenzuji na povrchu castic popela
(Karbowska 2016). Odhaduje se, ze je kazdoro¢né do zivotniho prostfedi mobilizovano 5000 t
Tl prostiednictvim prumyslové vyroby a 1000 t Tl pak je emitovano v dusledku spalovani uhli
(Kazantzis 2000). Vangk et al. (2016) uvadéji roéni produkcei T1 plynouci z vyuziti uhli ~600 t,
coz predstavuje dle jejich bilance zhruba jednu ¢tvrtinu svétové produkcee T1.

3.3 Obsahy thallia v pidnim prostiedi

Podle autort Jia et al. (2018) se zda, ze celosvétove je obsah Tl v pidach do znacné miry
ovlivnén geologickym plivodem mate¢né horniny. U nekontaminovanych povrchovych pid
dosahuje obsah Tl hodnot od 0,1 do 2 mg kg%, nejéastéji predkladané koncentrace TI ¢ini méné
nez 1 mg kg (Xiao et al. 2004).

V lidskou cinnosti kontaminovanych pldach se koncentrace Tl mohou vyrazné lisit.
V piidach nedaleko némeckych cementaren byly zjistény hodnoty Tl 15 mg TI kg, pady
kontaminované dilnim odpadem v Cin& obsahovaly 61 mg Tl kg (Jia et al. 2018) a pudy
pobliz huti zpracovévajici Zn rudy/sulfidy v polské Boleslawi obsahovaly vice nez 50 mg kg™
Tl (Vangk et al. 2018).

V nékterych pudach je ale zvySena pozadova koncentrace tohoto prvku piirozenym
jevem. Jedna se o pudy vyvinuté na magmatitech bohatych K, kde jej Tl nahrazuje formou
iontové vymeény (napt. zula, syenit). Dale jsou to ptidy vyvinuté na vapenci nebo obsahujici jil
¢i sekundarni oxidy, na které mize byt Tl do zna¢né miry adsorbovano (Vanék et al. 2009).
Ptikladem jsou jilovité pidy vzniklé na sinemurském vépenci ve Francii, kde je udavan

5



piirozeny obsah Tl az 55 mg kg™ (Tremel et al. 1997b). Na lokalité Erzmatt ve Svycarsku
je vysoky obsah Tl zaznamenan v pud¢ vzniklé na dolomitové horniné obsahujici Fe-As-TlI
sulfidickou mineralizaci. Byly zde naméfeny koncentrace az 10 000 mg Tl kg@,
pti¢emz se koncentrace Tl v pidé zvySuje v souvislosti s hloubkou ptadniho profilu smérem
dolt (Herrmann et al. 2018).

3.4 Formy thallia v ptidnim prostiedi

Thallium muze byt v pud¢ imobilizovano piedev§im na zakladé elementarnich
vymeénnych reakcei na oxidech, kfemicitanech nebo ptipadné€ organickych latkach (Tremel et al.
1997b).

Z pudnich fazi, které jsou odpoveédné za sorpci Tl v plidnim prostredi, povazuji Jacobson
et al. (2005) jako vyznamné Mn oxidy. Afinita Tl k témto oxidim mize byt vysvétlena
specifickou adsorpci TI €i substituci T1" za K* v mineralnich strukturach. Dojde-li k interakci
Tl s uréitymi Mn(Ill, IV) oxidy, mlze byt TI(I) oxidovano na TI(III) a stabilizovano pevné
adsorpci na Mn-oxidy ¢&i precipitovano na jejich povrchu jako Tl2Os (Bidoglio et al. 1993,
Jacobson et al. 2005, Van¢k et al. 2009, Peacock & Moon 2012; Vanék et al. 2013b). Mezi
nejucinngjsi oxidické sorbenty Tl v padach ¢i sedimentech se fadi zejména birnessit (6-MnOy)
¢i jilové mineraly, illit (Grosslova et al. 2015; Voegelin et al. 2015; Martin et al. 2018).

Kazantzis (2000) dopliuje faze pozitivné ovliviiujici retenci Tl o oxidy Fe a organickou
pudni hmotu. Ve srovnani s oxidy Mn je povazovana sorpce Tl na Fe (hydr)oxidy za obecné
nizsi (Vangk et al. 2013a), ale i presto 1ze oCekavat urcity vliv na fixaci Tl v redukovatelné
frakci, jelikoz se v ptidé vyskytuji v mnohem vyssi koncentraci (Jacobson et al. 2005). Martin
et al. (2004) zjistili, Ze amorfni Fe a Al oxidy byly hlavnimi sorbenty TI v kyselych (FeOx)
a neutralné-alkalickych (AlOx) pudach znecisténych FeSo.

Obecné se vyznam pidni organické hmoty na sorpci Tl jevi jako nizky (Jacobson et al.
2005), coz plyne pravdépodobné ze slabé Tl komplexace s vétsinou organickych ligandd.

3.5 Mobilita thallia v prostredi

Miru toxicity a mobility Tl v Zivotnim prostfedi urCuje fada parametrt, z nichz jednu
z dulezitych roli hraje vazba na jednotlivé pidni/sedimentarni slozky jako je chemicka speciace
Tl, asociace s pevnou fazi a komplexni chemie daného ekosystému (Tremel et al. 1997b;
Grosslova et al. 2015).

V porovnani s jinymi rizikovymi prvky (,t¢zkymi kovy“) vykazuje Tl a slouc¢eniny TI
mnohem vyssi rozpustnost ve vodé€. V terestrickém prostiedi je ovSem Tl vazéno na plidni
matrici, coz zna¢n¢ omezuje jeho transport (Karbowska 2016).

Mobilita Tl je ur€ovana mimo jiné pomoci metod sekvencni extrakce, které slouzi
ke stanoveni odhadu dopadu Tl na Zivotni prostiedi. Principem je selektivni extrakce prvki
(,,t€zkych kovi®“) v riznych fyzikalné-chemickych frakcich za pouziti specifickych
rozpoustédel - extrak¢nich Cinidel. V fadé studii (Jakubowska et al. 2007; Vanek et al. 2009;
Vangk et al. 2010a; 2010b) byla stanovena chemicka frakcionace Tl modifikovanou BCR
sekvencni extrakci, jejiz vystupem jsou operacné definované frakce (Vanck et al. 2010a)
oznacované jako:



e vymeénnd/slabou kyselinou extrahovatelna frakce,
e redukovatelna frakce (charakterizuje vazbu Tl na Fe/Mn ((hydr)oxidy),
e oxidovatelna frakce (vazba na ptidni organickou hmotu ¢i sulfidy),

e rezidudlni frakce (T1 s vazbou na aluminosilikaty a jiné krystalizované mineraly)
(Liu et al. 2016; Liu et al. 2018).

Prvni tfi frakce jsou povazovany za labilni, tudiz v ptidnim prostiedi za danych podminek
potencialn¢ mobilizovatelné (Van€k et al. 2009; Vanék et al. 2010a; Gomez-Gonzalez
et al. 2015).

Zvyseny obsah Tl ve vyménné frakci byl detekovan naptiklad Vv organickém
horizontu lesni pidy kontaminované hutni ¢innosti v oblasti Olkusz-Polsko (Van¢k et al.
2013a), pii¢emz byla zaznamenana mobilita T1 napti¢ horizonty ptudniho profilu. Organicky
horizont O obsahoval 30 mg Tl kg™, zatimco mineralni horizont C lesni pidy obsahoval
3,5mg kgt. Jak uvadi Ettler et al. (2009), vyménna frakce podléha zménam a je zvySovana
pohyblivost uvolnujicich se kovovych kontaminanti V disledku pfitomnosti slabych
organickych kyselin, fulvokyselin ¢i huminovych latek v pidni organické hmoté (SOM).
Toto tvrzeni je v souladu se studii Van¢k et al. (2012), z které vyplyva, ze pusobenim
organickych kyselin s nizkou molekulovou hmotnosti dochdzi ke zménam v pade, pii kterych
je uvoliiovano litogenni T1 v ptipadé, Ze je v padé pfitomno.

Redukovatelna frakce Tl je vazédna na smési Mn-Fe oxidd. Za uvoliiovanim TI
z redukovatelné frakce stoji vyznamné kolisani pH a Eh (Anti¢-Mladenovi¢ et al. 2017).

V oxidovatelné frakci je Tl vazano na sulfidy. Z literatury vyplyva, Ze zdrojem labilniho
Tl v prostiedi muze byt oxidovatelna frakce i v pfipad¢é zvétravani sulfidi obsahujicich Tl
(Karbowska et al. 2014; Anti¢-Mladenovic¢ et al. 2017). Karbowska et al. (2014) se zabyvali
chemickou frakcionaci Tl v pudé zoblasti tézby Zn-Pb rud. Byly porovnavany vzorky
obsahujici Tl jak z antropogenniho, tak pfirozeného zdroje. V fi¢nich sedimentech z tésné
blizkosti dilniho aredlu byla hlavni ¢ast T1 obsazena v oxidovatelné frakei (77 %). Ve vzorcich
pochazejicich ze spodnich mineralnich horizontli pid vyvinutych na dolomitech obohacenych
Zn-Pb rudou byla hlavni ¢ast T1 obsazena v rezidualni frakci (36 %). Labilni T1 se vyskytovalo
zejména ve formé& redukovatelné (32 %), coz Karbowska et al. (2014) povazuji
za redistribuované TI1 plynouci z oxidace primarni oxidovatelné frakce (27 %). Vzorky pudy
vzniklé na dolomitech odebrané ve stejné oblasti, které vSak nenesou Zn-Pb rudu, vykazovaly
oproti pfedchozim vzorkiim vyznamny podil zachyceného T1 v rezidudlni frakci (vice nez 80 %
z celkového obsahu TI), v oxidovatelné frakci to bylo 9-13 %. Lukaszewski et al. (2018)
zaznamenali v pudé vzniklé na dolomitu obohaceném Zn-Pb rudou také vysoky obsah
mobilniho T1 v oxidovatelné frakci (27 %) a redukovatelné frakci (32 %).

Studie prokazuji, Ze hlavni ¢ast Tl, kterd je obsaZena v piid€, je zachycena ve stabilni
rezidualni frakci vazané na primarni silikaty (aluminosilikaty) ¢i sekundarni illity (Vangk et al.
2009; Karbowska et al. 2014). Vyrazny vyskyt Tl v rezidualni frakci byl zaznamenan, jak v
pfirozenych systémech, tak i v kontaminovanych plidach ¢i sedimentech (Lis et al. 2003;
Jakubowska et al., 2007; Anagboso et al. 2013). Nékteti autofi (Yang et al. 2005; Liu et al.
2010; Karbowska et al. 2014; Gomez-Gonzalez et al. 2015) zabyvajici se srovnanim Tl
pochézejiciho z ptirozenych nebo antropogennich zdroji dosli k ndzoru, ze Tl z antropogennich



zdroji mé tendenci byt redistribuovano v labilnich frakcich, zatimco u Tl pfirozeného ptivodu
je pravdépodobné, ze bude vazano prevazné v rezidualni frakci.

Parametry, které ovliviiuji uvolilovani Tl v labilnich frakcich jsou podle Anti¢-
Mladenovi¢ et al. (2017) redoxni potencial (Eh) a pH prostfedi. Dle Sterckeman et al. (2000)
jsou obecné podminky nizkého pH ptidy zodpovédné za mobilizaci rizikovych prvki (t€zkych
kovii*) a naslednou migraci smérem doli v ptidnim profilu.

3.6 Toxicita thallia

Thallium je vysoce toxickym neesencidlnim prvkem, jez je klasifikovan Agenturou
pro ochranu Zzivotniho prostfedi (U.S. EPA) jako prioritni polutant (Voegelin et al. 2015).
I mikroorganismy (Kazantzis 2000; Peter & Viraraghavan 2005).

Akutni a chronicka toxicita je nejcastéji srovnavana s Hg, Cd, ev. Pb. Thallium je vysoce
toxickym prvkem jiz pti nizkych koncentracich. Dle Pavlickova et al. (2006) je pramérna letalni
davka pro dospélého ¢lovéka 10-15 mg Tl kg™. Liu et al. (2019b) uvadgji smrtelnou davku
pro dospélého &loveka 8-10 mg Tl kg?. Nejvyssi piipustné koncentrace Tl byly definovany
jen v nékolika méalo zemich, naptiklad v USA byl stanoven limit pro pitnou vodu 2 pg TI I
(U.S. EPA 2009). Zatimco v Cing byl dle Liu et al. (2019b) pfijat piisn&jsi limit pro pitnou
vodu 0,1 pg I'L.

Podle Karbowska (2016) je toxicita Tl ovlivnéna jeho oxida¢nim stavem. Thallium
Vv trojmocné formé je asi 50 000-krat toxi¢tejsi v porovnani s TI(I) speciemi. Aguilar-Carrillo
et al. (2020) uvadgji, ze toxicita TI(I) a TI(III) je ovlivnéna také jejich stabilitou, ktera obecné
souvisi s typem matrice vzorku pro dané podminky prostiedi.

Toxicita sloucenin Tl je zplsobena zejména podobnosti mezi ionty TI(I) a draselnymi
ionty (Grosslova et al. 2015), coz ma za nasledek poruchu fady metabolickych drah a procesi
souvisejicich se zastupovanim hydratovaného TI(I) iontu v biochemickém K(I) cyklu (Linhart
2014).

Hlavni expozice c¢lovéka Tl spo€iva v konzumaci kontaminované stravy a vody
(Karbowska 2016). Liu et al. (2017) dale uvadi moZnou inhalaci zneci§téného vzduchu
jako dalsi potencialni cestu vstupu Tl do zivych organismd. Chronicka expozice nizkym
a dermatologické piiznaky. V nékterych ptipadech mize dojit az k imrti (Wu et al. 2019).

Thallium vstupuje do krevniho fecisté, pfi¢emz je transportovano napii¢ celym
organismem, coZ vede k jeho akumulaci v kostech, ledvindch a nervovém systému. V disledku
toho dochédzi k negativnimu ovlivnéni funkci né€kolika dilezitych enzymu. Klasickymi
symptomy otravy Tl jsou oznacovany zaludeéni a stfevni viedy, alopecie ¢i polyneuropatie.
Jako dal§i ptiznaky jsou oznacovany nespavost, ochrnuti, ztrata t€lesné hmotnosti, vnitini
krvaceni, poSkozeni myokardu a v disledku toho az smrt (Kazantzis 2000; Galvan-Arzate
& Santamaria 1998).

Thallium ma také teratogenni t€inky, efektivné dokaze prochazet skrz placentarni bariéru
a pisobit pfimo na vyvijejici se plod (Wu et al. 2019). Podle Xia et al. (2016) mohou vysoké
hladiny TI v téle t¢hotnych Zen pusobit riziko v podobé nizké porodni vahy ditéte.



3.7 Pudni biota

Rejsek a Vacha (2018) oznacuji ptidni biotu (nebo také edafon) za soubor organismil,
kteti docasné Ci trvale ziji v pade.

Pidni biotu mizeme rozdé€lit podle velikosti na: pidni mikrofaunu (velikost téla
<0,1 mm), mesofaunu (velikost téla 0,1-0,2 mm), makrofaunu (2-20 mm) a megafaunu (délka
téla >8 cm). Dale rozliSujeme pidni mikrobiotu, kam se fadi mikroorganismy ze vSech tii
domén Bacteria, Archaea a Eukarya. V piidé dominuji bakterie, dale jsou zastoupeny archaea,
prvoci a houby. Na povrchu pud se také vyskytuji fotosyntetizujici sinice a fasy (Rejsek
& Vacha 2018).

Pidni mikroorganismy maji nejvétsi dopad na vyvoj pidniho prostiedi. Podileji se
na fade¢ podstatnych procest jako je rozklad odumielé organické hmoty, kolobéh prvki, pfenos
energie, tvorba humusu, ovliviiovani struktury pidy, fixace N, podpora ristu rostlin a degradace
organickych znecist'ujicich latek (Stefanowicz et al. 2010). Tyto procesy a jejich uchovani
jsou nezbytné nejen z hlediska zemédélstvi, ale také z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi
(Ba¢maga et al. 2020).

Prokaryotni rozmanitost v puadnich ekosystémech zdaleka ptevySuje eukaryotické
organismy. Torsvik a @vreas (2002) uvadi, ze 1 g pady miize obsahovat az 10 miliard
mikroorganismu. Nejvyznamnéjsi skupinu, co do poctu i biomasy, predstavuji bakterie a houby,
ptesto ale i ostatni skupiny pidnich (mikro)organismt nelze piehlizet (Samec & Formanek
2007). Bakteridlni rozmanitost je vEétSi nez rozmanitost jakékoli jiné skupiny organismi
(Kennedy 1999).

Rozlozeni mikroorganismti v piidé neni rovnomérné (Simek et al. 2019). Mikroby tvoii
lokalni shluky, ohniska aktivity, jez jsou spojend s vyskytem zivin, ¢asticemi organické hmoty
plynoucimi z odumfelych tél Zivo€ichli ¢i rostlin, organické hmoty segregované
nebo i s vyménnymi povrchy a kofeny rostlin. Mikroorganismy se podileji na utvareni pidniho
ekosystému, a to svym piisobenim na vyvoj a udrzovani struktury piady (Bach et al. 2010).
V pudé jsou mimo jiné vlivem mikroorganismt utvateny ptdni agregaty, které lze dle velikosti
délit na mikroagregaty (shluky ¢astic s rozméry <250 um) a makroagregaty (¢astice 0 velikosti
>250 um) (Krause et al. 2019). Jedna se 0 utvary spojujici pevné mineralni a organické ¢astice
ruznych velikosti. Mikroagregaty jsou tvofeny vazbou mezi priméarnimi a jilovymi ¢asticemi,
zatimco makroagregaty vznikaji shlukovanim mikroagregatii a menSich makroagregatt. Plidni
agregaty maji Casto hierarchickou organizaci, kde se obecné predpoklada tvorba stabilnéjSich
mikroagregatd uvniti makroagregati jako soucast jejich stabilizaéniho procesu (Six & Paustian
2014). Co se tyce stability pudnich agregati, fyzikalné-chemické procesy jsou vyznamnéj$imi
V poutani malych mineralnich ¢astic a formovani mikroagregatii, Castice téchto menSich
agregatli jsou poutdny pevnéjSimi vazbami a stmeleny polysacharidy, zatimco biologicka
aktivita ma vyrazn&j$i vliv na vazby makroagregatt (Tisdall & Oades 1982; Jastrow et al.
1998Db; Simek et al. 2019). Mikroorganismy vyznamné piispivaji k agregaci ptidnich &astic
svymi metabolity, vytvarenim bakterialnich biofilmi nebo mycelialnimi strukturami. Mikroby
kofeny rostlin a houbové hyfy (Jastrow & Miller 1998a; Simek et al. 2019) Ptdni agregéty
pfedstavuji pomérné oddélené a po danou dobu ustalené prostfedi, ve kterém lze nalézt
mikrobidlni populace Citajici az n€kolik miliont jedinct a vyvijejici se zde béhem tvorby
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pudniho agregatu. Jedné se o organizovanou a rozmanitou mikrostrukturu diky specifickym
fyzikélné-chemickym podminkdm uvniti agregati. Vzhledem k izolovanosti vnitiniho
prostiedi agregatli, moznosti prubéhu specifickych biochemickych procesii a zvlaStnich
evolu¢nich podminek mikroorganismu, lze povazovat ptidni agregaty za nositele biodiverzity
v pudé (Simek et al. 2019).

3.7.1 Struktura mikrobidlniho spolecenstva

Rozmanitost a struktura mikrobialnich spoleCenstev je jeden z parametrti, pomoci
kterého 1ze hodnotit kvalitu a zdravi pudy (Stefanowicz et al. 2010). Mikrobialni diverzita a
souvisejici funkéni vlastnosti pudy jsou dynamické v Case a prostoru, a K jejich zménam
dochazi v reakci na ptirodni ¢i antropogenni podminky (Nannipieri et al. 2020).

Studie prokazaly, ze struktury bakteridlnich a houbovych spolecenstev mohou byt
spojeny se zménami mnoha faktori prostiedi, mezi néz patii napiiklad textura pudy (Girvan et
al. 2003), pH pudy (Fierer & Jackson 2006) a dostupnost pudniho dusiku (Frey et al. 2004).

Pudni pH je jednim z nejdulezitéjSich parametrti, ktery se zasazuje o variabilitu
a pocetnost mikrobialnich spolecenstev. Pudni pH koreluje se slozenim bakteridlniho
spoleCenstva v ruzn¢ vzdalenych lokalitach (Lauber et al. 2008). Tento vztah mize byt spojen
s potencialem padniho pH vyvolat pfimy stres u bakterialnich bunék, a to pfi urcitych
hodnotach ovliviiyjicich dany bakteridlni taxon. Také textura pidy ma vyznamny vliv
na slozeni bakterialnich spoleCenstev. Fierer a Jackson (2006) uskute¢nili kvantitativni
srovnani sloZeni a rozmanitosti bakterialnich spole¢enstev napfi¢ kontinenty. Bylo odebrano
98 vzorkli piidy z celé Severni a Jizni Ameriky a provedeno nékolik analyz zamétenych
na environmentalni faktory. Bylo zjisténo, ze bakterialni diverzita nesouvisi s teplotou mista
¢i zemépisnou Sitkou, a sloZeni spolecenstva nebylo zavislé na geografické lokaci. Rozmanitost
a bohatost ptidnich bakteridlnich spoleCenstev se liSila podle typu ekosystému a tyto rozdily
by mohly byt do zna¢né miry vysvétleny pomoci pH. Nejvétsi diverzita a pocetnost byla

Dalsi faktory, které mohou ovlivnit mikrobidlni spolecenstva, jsou: typ vegeta¢niho
pokryvu (Mitchell et al. 2010), teplota pidy, obsah jilu, dostupnost organického uhliku,
dostupnost zivin, pomér C:N a vlhkost pidy (You et al. 2014).

Dostupnost vody je dilezita obecné pro vSechna terestrickd spolecenstva. Pro mikroby
pfedstavuje nejen vyznamny aspekt ristu, ale ma vyrazny vliv i na celkové zastoupeni taxont
v pudé. Napiiklad gramnegativni bakterie jsou povazovany za citlivéj$i na vyrazné zmeény
ve vodnim potencialu, zatimco houby jsou schopny tolerovat nizkou dostupnost vody.
Drenovsky et al. (2004) zaznamenali ve své studii vliv obsahu vody na slozeni mikroorganismul,
ktery byl markantngjs$i s ménicim se obsahem organického uhliku v ptid€. Vzorky sussi ptdy
bez ptidavku organického uhliku vykazovaly nejvyssi hodnoty pocetnosti u hub,
pfiCemz se jejich mnoZzstvi se zvySujici se vlhkosti plidy snizovalo. Zavodnéna pulda,
do které byl organicky uhlik ptidan vykazovala mnohem vétsi pokles pocetnosti hub. Naopak
vzorky oSetfené organickym uhlikem, které nebyly zatopené, vykazovaly témét stejny pomér
hub a bakterii. Williams a Rice (2007) se zabyvali reakcemi mikrobialniho spolecenstva
na zvysenou dostupnost vody v pidé béhem vegeta¢niho obdobi po dobu sedmi let. Autofi
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zjistili, ze aktinobakterie pozitivné reagovaly na trvale ovlhéenou pidu, kdy doslo k jejich
hojnému nartstu.

Obsah vody v padé pusobi na strukturu spolecenstva mikrobti pfimo i nepiimo,
a to prostfednictvim Vvlivu na koncentrace kysliku a dostupnost Zivin. Zavodnéni snizuje
hodnoty kysliku v ptdé¢, a tak je prostfedi piiznivé pro fakultativni a obligatné anaerobni
mikroorganismy (Drenovsky et al. 2004).

Vertikalni a horizontalni uspofadani pudy je také vyznamnym cinitelem v otazce
struktury spolecenstev mikroorganismi. Podle Eilers et al. (2012) se mohou mikrobidlni
spolecenstva ve stejném pudnim profilu (dokonce i spolecenstva oddélena hloubkou pouhych
10-20 cm) od sebe navzajem lisit stejné tak, jako je tomu u pudnich spolecenstev v odlisnych
biomech vzdalenych od sebe i n€kolik set az tisic kilometrt. Je to dano zejména fyzikalné-
chemickymi charakteristikami jednotlivych vrstev pidnich profilt, u kterych muze dojit
k nahlym zménam. Fierer et al. (2003) zjistili pfi studiu vzorka z kalifornské ptirodni rezervace,
ze celkova mikrobialni biomasa s hloubkou v ptidnim profilu klesa. Bylo zjisténo, Ze nejvetsi
hustota mikrobialni biomasy je nalezena ve svrchnich ¢astech pudy v hloubce do 25 cm (Blume
et al. 2002). Ze studie Fierer et al. (2003) vyplyva, ze v hloubce 25-200 cm se nachazi 33-35 %
mikrobidlni biomasy. Kromé pocetnosti se také vyznamné s hloubkou zménilo slozeni
a struktura mikroorganismit v obou studovanych profilech. Velka ¢&etnost prvoku, hub
a gramnegativnich bakterii byla popsana ptevazné ve svrchni horizontech s hloubkou do 25 cm,
kdezto Cetnost grampozitivnich bakterii véetné aktinobakterii s klesajici hloubkou narustala.
Nartast populace aktinobakterii v hlubSich pudnich horizontech zaznamenali ve své studii
i Fritze et al. (2000).

Zmény ve struktufe mikrobialnich spoleCenstev ve vztahu k hloubce v ptidnim profilu
byvaji spojené zejména s dostupnosti zivin/zdroji. Ve studii byl posun ve struktufe mikrobt
ve vztahu k hloubce a dostupnosti zdroju také zaznamenan. Napiiklad ve dvou profilech
koluvialnich pid byla zjisténa dominance stejnych bakterialnich kment napti¢ vSemi horizonty.
Rada kmenti zahrnujicich i ty méné poletné byla vsak specificky vertikilné rozmisténa
v rtiznych hloubkach a korelovaly s chemickymi vlastnostmi v jednotlivych horizontech, kmen
Acidobacteria se nejhojnéji vyskytoval v hloubce 100 cm, kmen Bacteroidetes byl nejvice
zastoupen v povrchovych vrstvach do 75 cm a kmen Actinobacteria zaznamenal sviij nejvetsi
narist v hloubce 250-350 cm. V této studii byla potvrzena zména struktury spolecenstev
vzhledem k dostupnosti zdroju pfedevsim pro aktinobakterie, jelikoz byla zaznamenana jejich
korelace s obsahem organického uhliku a s koncentraci celkového dusiku v pidé (Sagova-
Mareckova et al. 2016). Eilers et al. (2012) studovali prokaryotni spolecenstva (jak bakterialni,
tak archaealni) v pudach lokalizovanych v horskych oblastech v Coloradu (USA). Oblast
je charakteristicka zalesnénou oblasti S centralni loukou. Analyza fyzikalné-chemickych
parametrt prostiedi ukéazala, ze obsah uhliku a dusiku v ptidé exponencialn¢ klesal s hloubkou,
pomér C:N se snizoval, zatimco pidni pH se zvétSujici se hloubkou zvySovalo. Bylo zjisténo,
ze mikrobidlni biomasa se exponencialné s hloubkou snizovala. Plidnim profilim dominovaly
bakterialni kmeny Verrucomicrobia, Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Planctomycetes. Byly vSak zaznamenany zmény ve slozeni
mikrobidlnich spolecenstev napii¢ pidnimi horizonty. Naptiklad proporciondlni zastoupeni
kmene Bacteroidetes klesalo exponencialné s hloubkou, zatimco Actinobacteria byly
nejpocetnéjsi ve svrchnich ¢astech pudy a v nejhlubsich mistech vykopanych jam. Porovnanim
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vSech vzorku se zjistilo, ze spolecenstva ze stfednich hloubek (~20-60 cm) byla ve vsech
profilech relativné rovnocenna nehledé na lokalizaci nebo vegetaéni pokryv.

Dal$im vyznamnym vlivem na strukturu mikrobialnich spolecenstev je hospodatské
vyuziti pady. Gelsomino a Azzellino (2011) vsak dosli k zavéru, Ze bakterialni spoleenstva
jsou formovana zejména jedine¢nymi fyzikalné-chemickymi podminkami prostfedi ménicimi
se s hloubkovymi gradienty a typem pudy. Takze druh hospodafeni pusobi spiSe
jako sekundarni faktor ovliviiujici variabilitu ptdnich mikroorganismi. Toto tvrzeni
je v souladu s ptedchozi studii Girvan et al. (2003).

3.7.2 Interakce rizikovych prvkii s mikroorganismy

Piidni mikroorganismy se ucastni mnoha ptdnich procesii a diky kratké generacni dobé
a velkému povrchu oproti objemu rychle reaguji na zmény prostiedi. Rizikové (kovové) prvky
ve zvySenych koncentracich narusuji vykon mikrobialnich spolecenstev (Stefanowicz et al.
2010). V pudnim prostiedi zavisi toxicita kovt na jejich biologické dostupnosti, ktera je dana
frakci, ve které se vyskytuji. Za biologicky nejlépe dostupnou je povazovana snadno
vyluhovatelna a iontové vyménna frakce, kterou mohou padni organismy vychytavat
(Muhlbachova et al. 2015).

Utinek kovového zatizeni na mikroby byva tizce spojen s ptidnimi vlastnostmi, jako je pH
pidy, obsah organické hmoty, jilu, obsah Fe oxidi a redoxni potencial. Z vyjmenovanych
ma Casto nejvetsi vliv ptidni pH, a to vzhledem k jeho silnému vlivu na rozpustnost a speciaci
kovi (Olaniran et al. 2013).

Stopové prvky (kovy) mohou piedstavovat trvalé nebezpeci pro zivotni prostiedi,
jelikoZ je na rozdil od organickych zneCist'ujicich latek neni mozné degradovat. Nejsou
biologicky rozlozitelné, a proto vykazuji dlouhodobou perzistenci ve vodnich a suchozemskych
ekosystémech (Jiang et al. 2010). Dlouhodoby vliv kovového znecisténi na pudni
mikroorganismy nese odpovédnost za negativni G¢inky na mikrobialni aktivity, pocetnost
a strukturu mikrobialnich spoleenstev (Tsezos 2009). Giller et al. (1998) uvadi,
Ze mikroorganismy jsou mnohem citlivéjs$i na stresové uéinky kova (jako jsou napiiklad Hg,
Pb ¢i Cd), nez je tomu u ptdnich Zivocichu ¢i rostlin vyskytujicich se ve stejnych pudach.

Kovy interaguji s esencialnimi bunéénymi slozkami mikrobt prostfednictvim kovalentni
a iontové vazby. Pfi vyssich koncentracich mohou ionty toxickych prvkl poskodit bunécné
membrany, pozménit specifi€nost enzymu, narusit bunééné funkce a poskodit strukturu DNA.
Toxicita rizikovych prvku (,,t€zkych kovi®) spociva ve schopnosti vytésnit esencialni kovy
Z jejich ptirozenych vazebnych mist nebo interakci ligandd. Napiiklad Hg?*, Cd?*, Ag?* maji
tendenci se vazat na thiolové skupiny enzymt nezbytnych pro mikrobialni metabolismus,
a v dusledku toho inhibovat aktivitu citlivych enzyma (Bruins et al. 2000; Olaniran et al. 2013).

I ptes zjevné toxické ucinky, dokaZze mnoho mikrobti rist, a dokonce prospivat v mistech
znecisténych kovy diky fadé mechanismu, jak aktivnich, tak nahodnych, které pftispivaji
k rezistenci vici potencialné toxickym koviim (Gadd 2010). Podle Bruins et al. (2000) existuje
Sest druhli mechanismi rezistence: vylou€eni skrz propustné bariéry, intracelularni
¢i extracelularni sekvestrace, aktivni pisobeni efluxnich systémt, enzymaticka detoxikace,
redukce citlivosti bunéénych ciltt ke kovovym iontim. Gadd (2010) uvadi jako mechanismy
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tolerance kovl: redoxni transformace, produkce peptidii a proteinti vazajicich se na kov
(napt. metalothioneiny, fytochelatiny) ¢i organické a anorganické srazeni.

Mikroorganismy nejvetsi mérou zajist'uji biogenni degradaci, imobilizaci nebo sorpci
Skodlivych latek. Mira bioakumulace a biosorpce zavisi u mikroorganismu na druhové specifité
a na esencialité¢ ¢i neesencialit¢ prvkl. Z mikroorganismu lze jmenovat nékteré kvasinky
a bakterie, které jsou schopny u¢inné biosorpce kovovych prvku v pudé. Biosorpéni vlastnosti
a projevy lze zaznamenat u ruznych prokaryot, z nichz je to napiiklad rod Citrobacter.
Tento rod uskutec¢niuje biosorpci v pofadi Zn>Cu>Cd>Ni>Co. Biosorpci kovi lze pozorovat
také u druhu Pseudomonas cepacia ¢i rodu Rhodococcus (biosorpce v pofadi Ni>Co>Cd).
Dale napiiklad kvasinka Yarrowia lipolytica dokaze zpusobit bioakumulaci rizikovych prvka
atyto vazat do struktury aminokyselin na bazi metallothioneinu. Zndmym Sirokospektrym
sorbentem kovového znecisténi z vod a pudniho roztoku je spajivka Rhizopus arrhizus (Samec
& Formanek 2007).

Bioremediace je ptirozeny proces, ktery se spoléha na pidni mikroorganismy (bakterie,
houby) a vyssi rostliny, které mohou svym pusobenim dosahnout pozménéni biologické
dostupnosti kovll prostfednictvim bioremediace. Tento proces je UCinnéjSi v prostiedi
s dostatkem organické hmoty, kterou organismy vyuzivaji pro fungovani pfirozenych
fyziologickych funkci. Tyto organismy jsou pro své metabolické procesy schopny vyuzivat
anorganické kontaminanty jako zdroj energie, ¢imz znecistujici latky zneSkodnuji snizenim
jejich biologické dostupnosti (Park et al. 2011).

3.7.3 Studie vlivi rizikovych prvki na strukturu mikrobialniho spolecenstva

Margesin et al. (2011) se pokusili charakterizovat mikrobialni spolecenstvo ve vzorcich
pudy dlouhodob¢ kontaminovanych rizikovymi prvky pomoci metod zavislych a nezavislych
na kultivaci. Ob¢ studovana mista se nachazeji v primyslové oblasti Horniho Slezska v jiznim
Polsku. Prvni lokalita Tarnowskie Gory, je znama tézbou Ag, Zn, Pb, rozvojem chemického
primyslu a je uznana jako nejzavazné&jsi zdroj kontaminace pidy a podzemni vody v Polsku.
Druha lokalita Piekary, je byvalym dolem a hutnim arealem mezi mésty Bytom a Piekary
Slaskie. Primarnimi mineraly zde identifikovanymi byly Zn, Pb a Cd rudy, dolomit &i silt.
V prvni lokalité byla naméfena celkova koncentrace Zn v rozmezi 91-1404 mg kg, 67-97
mg Pb kg a koncentrace Cd méla primérnou hodnotu 1,3 mg kg™, U druhé lokality
byly naméfeny hodnoty obsahtl rizikovych prvki v rozmezi 8930-16 231 mg Zn kg™, 6287-
15303 mg Pb kg'a 262-467 mg Cd kg. V obou piidach byly prokazany Zivotaschopné,
kultivovatelné, aerobni bakterie, jez byly adaptovany na zneéi$téni. Vysoké procento
bakterialni populace bylo schopno tolerovat vysoké mnozstvi Zn?*, Pb?* a Cu?*, to viak mohlo
byt také zplisobeno vlivem nékterych slozek pudy, jako jsou napifiklad organické ligandy
¢ivyssi pH, které mohly zptsobit snizeni biologické dostupnosti toxickych kovi. Byla
zde zjisténa vysoka bakterialni diverzita. Na zakladé¢ metody FISH (na kultivaci nezavislé -
fluorescence in situ hybridizace) byla ve studovanych pidach prokazana ptitomnost
grampozitivnich (kmen Actinobacteria) a gramnegativnich bakterii (kmen Proteobacteria,
tiidy Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria).

Gremion et al. (2003) provedli studii, jez se zabyvala fylogenetickym stanovenim
bakterialniho spole¢enstva zalozeném na genu pro 16S rRNA, které obyva rhizosféru a ptdu
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kontaminovanou stopovymi (rizikovymi) prvky. Lokalitou pro odbér vzorkd byla puda
nedaleko mésta Ticino ve Svycarsku. Piida byla v minulosti znegisténa odpady ze septikd,
pficemz zde bylo zjisténo zvySené mnozstvi potencidlng toxickych prvkid: 2,5 mg Cd kg7,
227 mg Cu kg a 1144 mg Zn kg*. Vzorky byly odebrany z rhizosféry rostliny Thlaspi
caerulescens akumulujici toxické stopové prvky (kovy) a z pudy bez vegetaéniho pokryvu
z téze lokality. Caste¢na sekvendéni analyza 282 klont odhalila, Ze vétsina environmentalnich
sekvenci v obou pidach byla pfifazena k péti hlavnim fylogenetickym skupinam:
Actinobacteria, o-Proteobacteria, p-Proteobacteria, Acidobacteria a Planctomycetales.
Zajimavym vysledkem bylo, ze kmen Actinobacteria byl shledan jako dominantni &ast
metabolicky aktivnich bakterii v kovy zatizené padé. Zhruba 75 % klonovych sekvenci
ze sekvenci piifazenych Actinobacteria nalezelo k tiidé Rubrobacteria, pficemz se jedna
0 prvni dikaz schopnosti bakterii z této skupiny byt metabolicky aktivni v pud¢ zneciSténé
toxickymi kovovymi prvky.

3.7.4  Vliv thallia na mikroorganismy

Jak uz bylo zminéno vySe, geochemické chovani Tl je obvykle fizeno fadou fyzikélné-
chemickych parametrti, a v diisledku toho se speciace TI a slozeni mikrobidlnich spolecenstev
muze meénit v zavislosti na lokalité (Rasool et al. 2020).

Navzdory nepfiznivym u€inkiim existuji mikroorganismy, které mohou naopak
ptispét k distribuci ¢i imobilizaci Tl, n€které druhy se dokazaly na podminky znecisténi
adaptovat. Mikroorganismy mohou prostfednictvim mobilizace ¢i precipitace prispét
k biogeochemickému cykleni Tl (Rasool et al. 2020). Dilezitou roli hraje také aktivita
mikroorganismi v oxidaci nebo redukci sulfidi, a v disledku toho zpusobena mobilita
a speciace kovi ¢i polokovu navazanych na sulfidy (Schippers et al. 2010).

Sun et al. (2012) pouzili pro své zkoumani piidy zatizené T1-As-Hg mineralizaci a t¢Zbou
rud z oblasti Lanmuchang v Ciné. Studie byla zaméfena na charakterizaci kultivovatelnych
mikrobialnich skupin vyskytujicich se v kontaminované pid&. 1 piesto, Ze statistické
vyhodnoceni pfineslo vysledek potlaeni zna¢ného poctu bakterii a hub, byly zde izolovani
a identifikovani zéastupci mikroorganismi, ktefi mohou rist v prostfedi obsahujicim
koncentrace T1 az 1000 mg kg™. Byly to konkrétné houby rodu Trichoderma, Penicillium
a Paecilomyces (Sun et al. 2012).

Bao et al. (2014) ve své studii zaznamenali tolerantni bakterii vii¢i T1 zatizeni pidy. Jedna
se o0 bakterii Alsobacter metallidurans z fadu Rhizobiales.

Boriova et al. (2014) zjistili schopnost biovolatilizace T1 u vlaknité houby Scopulariopsis
brevicaulis.

Podle Schedlbauer a Heumann (2000) zde existuji mikroorganismy schopny
biomethylace TI. Jejich pilisobenim vznikaji produkty, znichz nejstabilnéjs§i formou
je dimethylthallium (Me TI").

Liu et al. (2019a) se zabyvali mikrobialnimi spoleCenstvy a jejich interakcemi s TI
v sedimentech povodi feky v blizkosti pyritové tézby v provincii Guandong v Cing. Sedimenty
vykazovaly pH v rozmezi 2,9-6,3 a vyssi hodnoty Eh. Bylo zaznamenano zvySené mnozstvi
celkového Fe a S v sedimentech, a to zejména ve vzorcich odebranych blize k pyritovému dolu.
Byla téz provedena sekvencni extrakce k urceni chemické frakcionace TI. Ukézalo se,
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ze prevazna Cast Tl byla zachycena v rezidudlni frakci (90-97 %), mensi podily TI
byly v redukovatelné frakci (2-5 %), oxidovatelné frakci (0,2—3 %) a vyménné frakci (0,4-2 %).
Analyzou zaloZzenou na metodach stanoveni mikrobialni diverzity ve vzorku bylo odhaleno
vice nez 50 kment z domény Bacteria a jeden kmen domény Archaea. Nejhojnéji zastoupenymi
kmeny v sedimentech byly Proteobacteria, Bacteroidetes, Euryarchaeota ¢i Nitrospirales.
Bylo zji§téno, Ze sedimenty se zvy$enym obsahem TI1 (2-16 mg kg™) byly bohaté na bakterie
recyklujici Fe a S. Dale bylo zjisténo, ze mikrobidlni spoleCenstva byla formovana
zejména na zakladé TI frakci a geochemickych parametrt jako je pH a Eh. Studie prokazala,
ze vysoky obsah Tl v reziduélni frakci a kladny vztah k mikrobidlnimu spolecenstvi mtize byt
zpusoben schopnosti mikroorganismu pievést Tl do stabilni frakce. Konkrétné byla pozorovana
silnd pozitivni korelace mezi mikroorganismy oxidujicimi Fe a S a celkovym obsahem TI
¢i zbytkovou frakci. Zpracovani vysledkii sekvenace prokazalo ve vzorcich hojné zastoupeni
roda Ferroplasma, Leptospirillum, Ferrovum, Metallibacterium, Acidithiobacillus
a Sulfuriferula, jez maji schopnost Fe a S oxidace. Tyto mikroby jsou schopny snaset vysoké
znecisténi Tl a dale udrzovat metabolickou aktivitu. Dle Liu et al. (2019a) mohou nékteré druhy
imobilizovat Tl oxidaci TI(I) volnych ionta na TI.Oz a/nebo dimethylthallium.

Rasool et al. (2020) charakterizovali ve své studii mikrobialni spolecenstva zijici
v piidach zneéisténych T1 v oblasti Lanmuchang, provincii Guizhou v Cing, ktera je znama
vyskytem mineralti bohatych na TI. V jejich studii bylo zjisténo, ze celkové Tl, Fe a pH pudy
odebrany z biehu feky Qingshui protékajici mineralizovanou oblasti. Nejprve bylo analyzovano
nékolik fyzikaln&-chemickych parametrii. Vzorky ptdy, které byly odebrany v horni ¢asti toku,
vykazovaly pH v rozmezi 4,8-5,4, u vzorki odebranych ze stfedni ¢asti biehu toku bylo
zaznamenano pH 3,5-6 a u vzorki z dolni ¢asti toku bylo naméteno pH 4-5. Podle Rasool et al.
(2020) ma puda z oblasti Lanmuchang vhodné pH a dostate¢né mnozstvi organického uhliku
k tomu, aby zde mohlo dojit k rozsifeni mikrobialni aktivity. VeSkeré vzorky obsahovaly
zvysené mnozstvi T1, a to 5-10 mg kg™ v horni &asti toku, 12-13 mg kg ve stfedni ¢asti a 2-
28 mg Tl kg v dolni ¢asti. Na zakladé analyzy vysledkii sekvenace Illumina, bylo zjisténo,
Ze naprosta vétSina sekvenci, to znamena 95 % celkovych 16S rRNA sekvenci, naleZzela
do 10 bakterialnich kmenti. Celkem bylo zjisténo vice nez 40 bakterialnich a archaealnich
kmeni ve vzorcich studované ptidy. Ve vech vzorcich pidy byly dominantnimi Acidobacteria,
Actinobacteria a  Proteobacteria.  Dalsimi  hojné¢  zastoupenymi kmeny byly
Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Firmicutes, Verrucomicrobia, Bacteroidetes
a Planctomycetes. Na urovni rodi byly ve vzorcich ptdy hojné zastoupeny Rhodoferax,
Hydrogenophaga, Microbacterium, Rihozobiales bacteria, Betaproteobacteria, Rhodobacter,
Firmicutes. Tyto rody zahrnuji druhy, které jsou schopny tolerovat zatizeni toxickymi
stopovymi prvky nebo byly vyvinuty v kovy obohacené pidé oblasti Lanmuchang. Rod
Rhodobacterales z kmene Proteobacteria byl identifikovan jako Tl oxidujici bakterie
ve studovanych vzorcich. Druh Nocardia opaca nalezejici do kmene Acidobacteria
je podle Rasool et al. (2020) povazovan za geneticky material schopny mobilizace TI.
Dle zjisténi se zde vyskytovaly také mikroorganismy schopné tolerance kovového znecisténi
pudy, a to rody: Ralstonia, Nocardioides, Flavobacterium, Gemmobacter a Gaiella.
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4 Material a metody

4.1 Material

411 Zajmova lokalita

Lokalita Erzmatt se nachazi nedaleko obce Buus ve §vycarském pohoii Jura vzdalené
asi 25 km od meésta Basilej. Erzmatt pokryva louka, ktera byla v minulosti aktivné vyuzivana
pro zemédélské ucely. V souCasné dobé je zde praktikovan pievazné ekologicky pfistup
hospodafteni, tzn. thor s plivodnimi rostlinami.

Pro oblast je typické mirné podnebi s primérnou ro¢ni teplotou ~9 °C a thrnem srazek
~960 mm (Voegelin et al. 2015). Puady této lokality vznikly na karbonatovém (dolomitickém)
podlozi. Oblast je charakteristicka vysokymi koncentracemi litogenniho TI, As a Fe v pudg,
ato v disledku sulfidické (hydrotermalni) mineralizace Fe-As-Tl. V nejvice zatizené oblasti
byly popsany celkové koncentrace T1 100-1000 mg kg™ v hornich vrstvach pady (0-20 cm).
Koncentrace Tl az 6000 mg kg? byly detekoviny ve spodnich piidnich horizontech
obsahujicich zvétralé fragmenty rudy. Jsou zde zastoupeny mineraly jako Kalcit (CaCOg),
dolomit (CaMg(COz3)2), K-zivce (KAISi30s), kiemen (SiO>) a dale i jilové mineraly typu illit
((K,H30)AI>(Si,Al)4010(OH)>) a kaolinit (Als(OH)sSisO10), popiipadé kombinované struktury
illit-smektit. Voegelin et al. (2015) zde ve své studii prokazali ptitomnost mineralu avicennit
(T1203) ¢i substituovaného TI(I)-jarositu, které jsou dominantnimi sekundarnimi mineraly TI.
Thallium je zde dale pfitomno ve form¢ TI(I) asociované s illitem, ve formé& TI(III)
pak ptevazné s Mn(IIL,IV)-oxidy v Mn-konkrecich. Podle Herrmann et al. (2018) lze diky
nalezenym sekundarnim mineralim usuzovat, Ze zde dosSlo ke zvétravani sulfidi - pfevazné
pyritu s nadbytkem Tl a As. Pro své geologické podlozi 1ze lokalitu Erzmatt podle Herrmann
et al. (2018) srovnat s lomem Lengenbach v jiznim Svycarsku, ktery je znamy lozisky sulfidi
bohatych na T1, Ag, Cu a Pb.

Pida na lokalit¢ Erzmatt byla klasifikovana jako kambizem S neutralnim, az mirné
kyselym pH vykazujici slabé redoximorfni vlastnosti a riznorodou dekalcifikaci (Voegelin et
al. 2015; Herrmann et al. 2018).

4.1.2 Odbér a uprava pudnich vzorki

Pro experiment byly zvoleny dva ptidni profily s kontrastnim hospodaiskym vyuzitim.
Prvni byla zvolena zeméde€lska puda - louka (M), jako druhy byl vybran pudni profil
sousediciho lesa (F). Dominantnim rostlinnym druhem rostoucim na lesni ptidé byl ur¢en druh
Fagus sylvatica. Rostlinny pokryv pidy louky byl tvofen luénimi bylinami, mezi nimiz byl
hojné zastoupen druh Knautia arvensis. Odbér pudnich vzorkti probéhl v srpnu 2018,
ato namistech vyznacenych na Obrazku 1 s GPS soufadnicemi, které jsou uvedeny
v Tabulce 1. Vzorky byly odebrany z kopanych sond z jednotlivych vrstev ptidy - horizontl
(dle vyvoje pidy po 1-5 cm) (Obrazek 2). Pro mikrobialni analyzu byly odebrany sterilné
pomoci pinzety pudni agregaty, které byly umistény do zkumavek (Eppendorf) a nasledné
ulozeny do mobilniho mraziciho boxu s teplotou -25 °C (posléze v laboratofi ulozeny
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pii-80 °C). Pro geochemické a fyzikalné-chemické analyzy byly vzorky odebrany
do vzorkovnic, nasledné na vzduchu vysuseny a sitovany na frakci <2 mm.

> A
A~ \

Obrazek 1: Vyznaceni zajmové lokality a mista odbéru vzorkt z pudnich profili louky (M) a lesu (F)
na mapé¢, zdroj: Ale§ Vanék

Tabulka 1: Pfesna lokalizace odbérovych mist pidnich vzorkt

Misto odbéru - pudni profil GPS souradnice
Louka (M) N 47.505715, E 7.852667
Les (F) N 47.505781, E 7.852798

Oi+Oe
" Oi+0e
------- Ah
Bw
M (cambic horizon)
Bw
(cambic horizon)
CIR o]
(parent material) (parent material)

pudnich horizontli (Oe - organicky, Ah - organomineralni, Bw - kambicky, C - ptdotvorny
substrat), zdroj: Ale§ Van¢k
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4.1.3 Chemikalie pro mikrobiologickou ¢ast

Tabulka 2: Seznam pouzitych chemikalii pro mikrobiologickou ¢ast

Nazev Vyrobce/dodavatel Zkratka
10X AccuPrime™ PCR Buffer Il Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA
’;‘gﬁ/ urﬁéirr;sim Taq DNA Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA
Agardza Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Dihydrogenfosforec¢nan sodny Penta, Praha, Ceska republika NaH2PO4
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA DMSO
dNTP Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Ethanol Penta, Praha, Ceska republika
Fenol MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornie,

USA
Eaeélggulerm 1kb Plus DNA Thermo Scientific, Massachusetts, USA
I;exadecyltrimetylamoniumbromi Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA  CTAB
Chlorid hotfe¢naty Invitrogen, Carlsbad - Kalifornie, USA MgCl»
Chlorid sodny Penta, Praha, Ceské republika NaCl
Chlorid vapenaty Penta, Praha, Ceska republika CaClz
Chloroform Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
Isoamylalkohol Penta, Praha, Ceska republika
Isopropylalkohol Penta, Praha, Ceska republika
Eﬁiﬁg;i;ﬁ;ﬂﬁiﬁxéetyI)'1' Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA  HEPES
Kyselina etylendiamintetraoctova ~ Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA  EDTA

Octan sodny

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

SYBR® Safe DNA Gel Stain

Invitrogen, Carlsbad - Kalifornie, USA

Tris hydrochlorid (Tris-HCI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Tris-acetat

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Yellow Load buffer

Top-Bio, Ceska republika
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4.1.4 Média a pufry

Tabulka 3: Seznam pouzitych médii a pufrt

Nazev Slozeni Koncentrace/mnozstvi
NaH2PO4 (pH8) 50 mM

Miilleriv pufr NaCl 50 mM
Tris-HCI (pH8) 50 mM
Tris-acetat 40 mM

TAE
EDTA (pH 8) 1 mM

415 Komer¢ni sady

e Gene Read Size Selection Kit (50) - QIAGEN, Hilden, Némecko

4.1.6 Oligonukleotidy

Tabulka 4: Nazev a sekvence pouzitych primert

Nazev Sekvence Dodavatel
5'-

CS1 515pF ACACTGACGACATGGTTCTACAGA
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’
5-

CS2_806aR TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTAC
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni pudnich fyzikalné-chemickych a geochemickych charakteristik

Aktivni a vyménna pudni reakce (pHwz0; pHkci) byly potenciometricky stanoveny
Vv roztoku deionizované vody ¢i 1M roztoku KCl, a to v poméru 1:5 (v/v) pomoci pH-metru
(Handylab pH multimetr, Schott, Némecko). Dale byl v pidnich vzorcich zjistovan celkovy
obsah uhliku (TC) a celkovy obsah siry (TS), k jejichZz stanoveni byla pouzita katalyticka
oxidace pfi teploté 1350 °C za pomoci analyzatoru Flash 2000 Series CNS (Thermo Scientific,
Némecko). Obsah jilu ve vzorcich byl urCen sedimenta¢ni hustomérmou metodou (Gee
& Bauder 1986).

Kationtova vymeénna kapacita (CEC) byla stanovena nasycenim vzorkd pidy - ptidniho
sorpéniho komplexu barnatymi kationty Ba?* (0,1 M BaCl,) a naslednym vyté&snénim Ba* ionti
prosttednictvim hofeénatych ionti Mg?* (roztok MgSQ4) (1ISO 11260:1994).

Pro zjisténi celkové pidni mineralogie byla aplikovdna metoda rentgenové praskové
difrakce (XRD) (X'Pert Pro difraktometr; PANalytical, Nizozemsko) za standardnich
analytickych podminek: CuKa radiace, 40 kV, 30 mA, krok skenovani 0.02°/150 s v rozmezi
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3-80° 20. Vysledné mineralogické slozeni bylo vyhodnoceno pomoci programu X'Pert
HighScore software 1.0 a databaze JCPDS PDF-2 database.

Pro stanoveni krystalickych/amorfnich Fe, Mn a Al oxyhydroxidli a spoluasociované¢ho
Tl bylo vyuzito oxalatové extrakce, ktera byla provedena podle metodiky Pansu a Gautheyrou
(2006). K 1 g na vzduchu vysusené pidy bylo pfidano 50 ml 0,2 M $tavelanu amonného
modifikovaného kyselinou §t'avelovou (pH = 3).

Vyménna TI frakce byla stanovena jednoduchou extrakci dusi¢nanem amonnym (1 M
NH4NO3) v poméru 1:2,5 (ptida/roztok), pti¢emz reakéni doba byla 2 hodiny.

Chemicka frakcionace Tl byla provedena modifikovanou BCR sekvencni extrakei
dle Rauret et al. (2000) postupné ve ctyfech krocich. V prvnim kroku byla stanovena
vyménna/kyselinou extrahovatelna TI frakce, a to pfidanim 0,11 M CH3COOH (pH = 3)
k vzorku pidy v poméru 1:40 (pida:kapalina). V dalsim kroku byla ziskana redukovatelna T1
frakce extrakci 0,5 M NHOH-HCI (pH = 1,5) s pomérem 1:40 (padni vzorek:kapalina),
nasledovalo stanoveni oxidovatelné TI frakce pomoci roztoku 8,8 M H202/1 M CH3COONH4
(pH = 2) vpoméru 1:50 (pidni vzorek:roztok). Na zavér byl vzorek rozlozen ve smési
HNO3s/HCI/HF na varné desce. Takto byla ziskana reziduélni frakce TI.

Celkovy rozklad vzorkt pid byl proveden za ucelem ziskani hodnot celkového obsahu
Tl (Thot) a dalSich vyznamnych prvki. Nejprve byly padni vzorky homogenizovany
a v achatovém mlynu rozemlety. Rozkladano bylo vzdy 0,2 g pidniho vzorku (pro stanoveni
z pudnich agregati byla navazka vzorku riizna - uvedeno v Ptiloze 1 a 2; stanoveni probéhlo
Vv péti opakovanich z kazdého ptidniho horizontu daného profilu) ve smési HF/HNOz (Merck,
Némecko) v poméru 1:2 v celkovém objemu mensim nez 20 ml. Rozklad byl uskute¢nén
v 60 ml PTFE tlakovych nadobkach (Savillex, USA), které byly umistény na horkou desku
zahtatou na 150 °C po dobu 48 hodin. Pro vylouceni organického rezidua bylo k analyzovanym
vzorkim piidano 2-4 ml H20x.

Obsahy jednotlivych prvkii obsazenych ve vSech vyluzich a extraktech ptidnich vzorkd
byly méfeny ve tfech opakovanich pomoci metody optické emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES; iCAP 6500, Thermo Scientific, Velka Britanie) ¢i hmotnostni
(kvadrupodlové) spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Q-ICP-MS; Xseries I, Thermo
Scientific, Némecko).

Metody byly provedeny ve spolupraci sdoc. RNDr. Alesem Vaikem, Ph.D.
a Ing. Katetfinou Vejvodovou.

4.2.2 Stanoveni organické hmoty v pidnich agregatech metodou ztraty Zihanim

Ke stanoveni pfiblizného podilu pldni organické hmoty v jednotlivych horizontech
studovanych pid bylo vyuzito metody ztraty Zihanim, tedy stanoveni organickych latek
ve vzorcich plidy spalovanim na suché cesté. Z kazdého horizontu plidy bylo odebrano
5 pudnich agregatli o hmotnosti 0,1-0,5 g a nasledné vysuseno V suSarné pii teploté 105 °C.
Vysusené vzorky pidy o dané hmotnosti (viz Pfiloha 1 a 2) byly vpraveny do pfedem
vyzihanych a zvazenych porcelanovych kelimkt. Kelimky se vzorky byly opét pfesné zvazeny
a vlozeny do muflovaci pece, kde byly zihany pfi teploté 500 °C po dobu 30 minut. Po vyzihani
byly vzorky vyjmuty z pece kovovymi kleStémi a vloZeny do exsikéatoru. Po fadném zchladnuti
byly kelimky se vzorky opét zvazeny. Zjisténim vysokého obsahu organické hmoty ve vzorcich
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byly podminky spalovani upraveny na 300 °C, pii kterych by méla byt eliminovana chyba
m¢éfteni (spalovani karbonatt pti teploté >360 °C) (Salehi et al. 2011). Vypocet organické hmoty
byl proveden dle vzorce:

y = ((m1-m2)/m1)*100 [%]

M1 - hmotnost vysuseného vzorku pied zihanim
M2 - hmotnost vzorku po vyzihani

4.2.3 Extrakce environmentalni DNA

Z kazdého horizontu dané ptudy bylo vybrano 5 pidnich agregati o hmotnosti 0,1-0,5 g
(pfesné oznaceni vzorkl a jejich hmotnosti viz Ptiloha 3 a 4). Znamena to tedy, ze byla
uskutecnéna izolace DNA vzdy v péti opakovani z kazdého horizontu obou ptdnich profila
a celkem bylo ziskano 65 vzorkti DNA. Extrakce DNA z pidnich agregati byla provedena
dle protokolu Sagova-Mareckova et al. (2008).

Do 2 ml zkumavek (Eppendorf) se Sroubovacim uzavérem bylo navazeno 250 mg
sklenénych kulicek o praiméru 0,1 mm a 250 mg sklenénych kulicek o priméru 0,5 mm.
Po sterilizaci zkumavek s kulickami byl do kazdé zv1ast’ piidan jeden piidni agregat o hmotnosti
od 0,1 g do 0,5 g. U¢innost metody extrakce DNA byla nasledn& zvysena ovlhéenim kazdého
pudniho agregatu destilovanou vodou (na 0,1 g vzorku piidat 100 ul dH2O). Tato Gprava vedla
k velmi Gspésné izolaci DNA z mikrobialnich bunék nachézejicich se v danych agregatech.

V dal$im kroku bylo do zkumavek pitidano 600 pl Miillerova extrakéniho pufru a 300 pl
smési fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 25:24:1. Zkumavky byly vlozZeny
do kulového mlynku (3110 BX Mini-BeadBeater-1, Biospec Products, OK, USA), pomoci
kterého byly vzorky s chemikéliemi homogenizovany a bunky lyzovany po dobu 1,5 minuty
pii 2500 kmitech za minutu. Nasledné byly vzorky piesunuty do centrifugy (Eppendorf
Centrifuge 5418, Eppendorf, Hamburk, Némecko) a zde odstifed’ovany 2 minuty pii 12 000xg.
Vznikly supernatant byl pipetou odebran a umistén do novych sterilnich zkumavek.

Do pivodnich zkumavek s pidnimi agregaty bylo opét pfiddno 300 pl Miillerova
extrakéniho pufru a byla zopakovana homogenizace mlynkem, v tomto ptipadé€ vSak po dobu
30 sekund pfi 2 500 ot/min. Nasledovala dvouminutova centrifugace s rychlosti 12 000xg.
Byl odebran supernatant a smichan s predeslym jiz ziskanym supernatantem.

Do mixu supernatanti byl pfidan stejny objem smési fenolu, chloroformu,
isoamylalkoholu (pomér 25:24:1), a to vSe bylo dukladné¢ promichano. Poté byly vzorky
odstfedény po dobu 5 minut rychlosti 6000xg. Opét byl odnat supernatant do nové zkumavky
a k nému ptidan stejny objem smési chloroform/isoamylalkoholu. Vzorky byly odstfed’ovany
5 minut pfi 6000 otdCkach za minutu. Tekutina nad sedimentem byla odebrana do Cistych
zkumavek a zahtata na 65 °C. Poté byl piidan SM roztok chloridu sodného o takovém objemu,
aby vysledna koncentrace byla 1,5 M. A dale byl pfidan zahtaty a plné€ rozpustény 10 % CTAB
na vyslednou koncentraci 1 %. Vzorky byly vlozeny na 30 minut do termobloku (Bio TDB-100
Dry Block Heating Thermostat, Biosan, Riga, Loty$sko) a zde inkubovany pfi teploté 65 °C.
Po uplynuti dané doby byly zchlazeny v nadobé€ s ledem na 20 °C. Do zkumavek byla pfidana
smés chloroform/isoamylalkoholu o stejném objemu jako objem v nich obsazeného vzorku.
Smés ve zkumavkéch byla centrifugovana 15 minut pfi 4500 ot/min. Do nové zkumavky

21



S odebranym supernatantem byl pfidan 3M roztok octanu sodného (pH = 5) o objemu 1/10
mnozstvi supernatantu a 0,6 objemu isopropylalkoholu. Tato smés byla fadné promichana
a ponechana 30 minut pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky odstiedény v chlazené
centrifuze (Eppendorf Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburk, Némecko) po dobu 20 minut
pii 10 000 otackach za minutu a teploté 4 °C.

Po centrifugaci byly vzorky zbaveny supernatantu a peleta DNA promyta 50 pl
vychlazeného 70% ethanolu (uchovavaného v mrazicim boxu). Vzorky byly opét stoceny
Vv chlazené centrifuze po dobu 5 min a 10 000 ot/min. Supernatant byl slit a zkumavky byly
umistény do vakuového koncentratoru CentriVap (Labconco, Kansas City, MO, USA),
kde byly pelety vysuseny pii 40 °C. Poté bylo do zkumavek pfidano 50 pl destilované vody,
ve které byla peleta DNA rozpousténa po dobu 60 minut pfi teploté 65 °C.

Nasledné byla urcena koncentrace DNA ve vzorcich a nasledné byly vzorky zfedény
na koncentraci 100 ng/ul. Do novych zkumavek bylo odebrano 50 pl vzorku, k nimz bylo
ptidano 5 pl 1M pufru HEPES (1/10 objemu vzorku) a 5 ul 1M roztoku CaClz (1/10 objemu
vzorku). Smés byla jemné promichdna a ponechana 30 minut pii pokojové teploté.

Purifikace byla provedena pomoci Gene Read Size Selection Kit (50) a postupovano bylo
dle upraveného ptilozeného protokolu vyrobce komercni sady.

Do vzorkt bylo ptidano ¢tyinasobné mnozstvi pufru (Buffer SB1) nez byl objem daného
vzorku. Vzorky byly promichany a jednotlivé pfesunuty do vychlazenych pie¢istovacich spin
kolonek (MinElute® Spin Columns) se sbérnymi zkumavkami. Vzorky byly umistény
do centrifugy a odstied’ovany 1 minutu pii 14 000 otackach za minutu. Kapalny obsah sbérné
zkumavky byl slit a kolonky byly dany zpét na tyto zkumavky. Na filtr kolonek bylo
napipetovano 700 pl 80% ethanolu a vzorky byly centrifugovany po dobu 1 minuty nejvyssi
rychlosti centrifugy (14 000 ot/min). Sbérné zkumavky byly vylity a na n€ umistény zpét
prec¢istovaci kolonky. Na filtr kolonek bylo opét naneseno 700 ul 80% ethanolu a vzorky byly
stoeny po dobu 1 minuty pii maximalni rychlosti centrifugy. Obsah zkumavek byl vylit
avzorky jesté jednou odstfedény 1 minutu pti 14 000 ot/min. Nasledné¢ byly kolonky
pfemistény do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek. Pfimo do stfedu filtru kolonek bylo naneseno
30 pl destilované vody zahtaté na 35 °C, a to bylo ponechano/inkubovéano zhruba 1 minutu.
Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 1 minuty nejvyssi rychlosti. Timto byla extrahovana
DNA uvolnéna z filtru kolonek a mikrozkumavky s DNA byly uloZeny do mrazicicho boxu
s teplotou -80 °C.

Uspésnost extrakce DNA a nasledné purifikace byla ovéfena pomoci elektroforézy.
Pripadné byl Kk orienta¢nimu zhodnoceni kvality roztoku DNA pouzit spektrofotometr
NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko).

Spektrofotometrem byla zméfena koncentrace vzorku DNA na zakladé absorbance
pii vinové délce 260 nm. Pomoci poméri absorbanci o vlnovych délkach A260/A280
a A260/A230 byla urcena Cistota extrahované DNA. Za proteiny ¢i rozpoustédly znecisténé
vzorky DNA jsou povazovany ty, které vykazovaly hodnotu A260/A280 mens$i nez 1,8
a hodnota poméru A260/A230 byla nizsi nez 2,0.

22



4.2.4 Elektroforéza

K ovéteni vysledkl izolace DNA a PCR reakcei byla pouzita agar6zova elektroforéza.
Pro kontrolu vzorki DNA byl pfipraven 0,5% agar6zovy gel tak, Ze do 50 ml TAE pufru bylo
pfidano 0,5g agarozy, pro ovéieni produktu PCR reakci byl ptfipraven 1% agar6zovy gel (smés
100 ml TAE pufrua 1 g agardzy). Tato smés byla na 2-3 minuty umisténa do mikrovinné trouby,
kde doslo k Gplnému rozpusténi agardézy. Do lehce zchlazeného roztoku bylo ptidano 5 pl
barviva SYBR® Safe DNA Gel Stain (nafedény DMSO v poméru 1:9). Smés byla nalita
do formy a ponechana zhruba 30 minut pii pokojové teploté. Po ztuhnuti byl gel vlozen
do elektroforézové aparatury obsahujici TAE pufr. Do jamek v gelu bylo naneseno 2 ul DNA
spole¢né s 3 ul pufru Yellow Load, ke 2 pl PCR produktu bylo pfidano 8 ul pufru Yellow load.
Do jedné jamky v gelu bylo vzdy naneseno 5 ul markeru GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder,
s jehoz pomoci byla urcena velikost fragmentu a mnozstvi vzorku DNA. Po naneseni vzorku
na gel byla spusténa elektroforéza (napajeci zdroj EC300XL2, Thermo Scientific, lowa, USA)
pii stalém napéti 100 V a proudu 95 mA po dobu 15-20 minut. Poté byl gel vyhodnocen pod UV
svétlem pomoci UV transluminatoru. Snimek gelu byl vytvofen pomoci programu GeneSnap
7.12. Uspé&snost je déna intenzitou zobrazeni - &im je totiz v&tsi koncentrace DNA ve vzorku,
tim intenzivnéjsi je fluorescence (vizualizace DNA pomoci fluorescencniho barviva).
Tento postup byl proveden dle protokolu Madrova et al. (2018) a Patrmanova (2019).

4.2.5 Polymerazova fetézova reakce a sekvenace

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla provedena v nékolika opakovanich s riznymi
komponenty tvoticimi reakéni smés pro PCR a rozdilnymi podminkami pribéhu.

Nejprve bylo vyuzito komponent sady GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega,
Madison, Wisconsin, USA) a TaKaRa Taq™ (TaKaRa, Japonsko) a postupovano
dle ptiloZzenych protokolti vyrobcem. Slozeni reakénich smési s komponenty GoTaq a TaKaRa
doplnénych o nékteré dalsi latky jsou uvedeny v Tabulce 5 a 6. Podminky pro PCR
s témito roztoky jsou téméf totozné jako v Tabulce 8, pouze teplota faze syntézy a zavérecné
syntézy byla zvySena na 72 °C.

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro PCR s komponenty sady GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase

Komponenty reakéni smési 1 vzorek [pl]
dH20 11,125
5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer 5
DMSO 1,25
MgCl, 4
dNTP 0,5
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase 0,125
Piimy primer (F CS1, 10x fedény dH-0) 1
Zpétny primer (R CS2, 10x fedény dH20) 1
Templatova DNA 1
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Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro PCR s komponenty sady TaKaRa Taq™

Komponenty reakéni smési 1 vzorek [pl]
Piimy primer (F CS1, 10x fedény dH.0) 0,5
Zpétny primer (R CS2, 10x fedéné dH20) 0,5
10xPCR Buffer - TaKaRa 2,5
dNTP Mixture - TaKaRa 2
Polymeraza - TaKaRa Taq™ 0,125
Templatova DNA 1
DMSO 1,25
dH20 15,125
MgCl> 2

Nejvétsi uspésnost ziskani produktu byla pii pouziti komponentti sady AccuPrime™ Taq
DNA Polymerase System, tudiz vSechny templatové DNA byly amplifikovany pomoci
této sady.

Reakéni smés pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) byla namichéna dle protokolu
piilozeného k sadé AccuPrime™ Tag DNA Polymerase System ve sterilnim prostiedi (komora
vysvicena UV zafenim). Piesné sloZeni smési pro jeden vzorek o objemu 25 ul je uvedeno
v Tabulce 7. Pro PCR byla pouzita polymeraza AccuPrime™ Taq DNA Polymerase, pufr 10X
AccuPrime™ PCR Buffer 11 a 50 mM MgCI: ze stejné sady. Pro ziskani kopii genu 16S rRNA
byly vybrany primery CS1_515pF a CS2_806aR (Caporaso et al. 2011), jejichz sekvence jsou
uvedeny v Tabulce 4. Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo vzdy napipetovano mnozstvi
24 ul reakéni smési, do které byl pfidan 1 pl pfedem natedéné (dH20, dle velikosti koncentrace
DNA v daném vzorku) templatové DNA. K ovéfeni sterilniho zachazeni s komponenty reakéni
smési, byly vzdy vypracovany dva vzorky slouzici jako pozitivni a negativni kontrola.
Pro pozitivni kontrolu byla pouzita templatova DNA kmene Streptomyces scabiei DSM 41658,
negativni kontrola spocivala v pfidani destilované vody do reakéni smési namisto templatoveé
DNA.

Zkumavky se smési byly umistény do termocykléru (C1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), kde probéhly reakce za podminek uvedenych v Tabulce 8.
Poté byla zkontrolovana spravnost postupu umisténim PCR produktd na agarézovy gel
a uskutecnénim elektroforézy.
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Tabulka 7: Slozeni reakéni smési pro PCR s komponenty sady AccuPrime™ Taq DNA Polymerase
System

Komponenty reakéni smési 1 vzorek [pl]
10X AccuPrime Buffer Il 2,5
Piimy primer (F CS1, 10mM) 0,5
Zpétny primer (R CS2, 10mM) 0,5
Templatova DNA 1
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase 0,5
dH20 18,5
MgCl> 1,5

Tabulka 8: Protokol PCR reakce s AccuPrime™ Taq DNA Polymerase

Krok Teplota [°C] Doba trvani Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 95 5 min 1x
Denaturace 95 30s
Nasedani primera 55 45s 28X
Syntéza 68 30s
Zaveérecna syntéza 68 7 min 1x

4.2.6 Sekvenace Illumina a zpracovani vyslednych dat

Hotové produkty PCR byly napipetovany do 96-ti jamkoveé desticky, fadné uzavieny
aluminiovym vi¢kem a odeslany na University of lllinois (Chicago, USA) k sekvenaci pomoci
sekvenatoru MiSeq [llumina (Illumina, San Diego USA). Sekvenovany byly tseky genu
pro 16S rRNA obsahujici variabilni oblast V4 a amplifikované pomoci univerzalnich primeri
s pfevisovymi adaptéry uvedenymi v Tabulce 4. Nasledovalo slouceni parového sekvenéniho
¢teni, které bylo filtrovano a zarovnano pomoci databaze Silva. Chimerické sekvence byly
detekovany integrovanym nastrojem VSearch dle standardniho opera¢niho postupu MiSeq
(Miseq SOP) v softwaru Mothur v. 1.44.1. Taxonomické zafazeni sekvenci bylo povedeno
prostiednictvim softwaru Mothur za pouziti databdze SILVA jako referen¢ni databaze.
Sekvence plastidi, mitochondrii a neklasifikované v doméné Bacteria byly odstranény.
Sekvenéni knihovna byla seskupena do tzv. operacné taxonomickych jednotek (OTUs)
za pomoci UPARSE implementovaného v softwaru USEARCH v10.0.240. Pomoci nastroju
implementovanych do softwaru Mothur byla nasledné vytvofena tabulka OTUs, ktera byla
dale zpracovéna v tabulkovém editoru Microsoft Office Excel. Opera¢né taxonomické jednotky
byly definovany na hladiné podobnosti 97 %. Postupovano bylo dle Madrova et al. (2018)
a ve spolupraci s Ing. Janem Kopeckym, Ph.D.
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4.2.7 Statistické analyzy

Pro statistickou analyzu vysledku fyzikalné-chemickych a geochemickych charakteristik
pud bylo vyuzito programu STATISTICA 12 (StatSoft). Na zéklad¢ prvotniho provedeni testa
normality dat, byly nasledné vysledky podrobeny neparametrickym statistickym testam.
Rozdily mezi jednotlivymi ptidnimi horizonty v ramci obsahu Tceik a dalSich vyznamnych prvku
stanovenych z ptidnich agregati byly stanoveny prostiednictvim neparametrické alternativy
analyzy rozptylu, a to Kruskal-Wallisovym testem na hladiné p < 0,05. Vyhodnoceni statisticky
vyznamnych rozdili na hladiné p < 0,05 mezi dvéma studovanymi ptidnimi profily bylo
provedeno neparametrickym testem stfednich hodnot dvou nezavislych vybéri (Mann-
Whitneytv U test).

Metodou rarefakce, ktera stanovuje druhovou rozmanitost v odebranych vzorcich, byla
stanovena biodiverzita prokaryotického spoleCenstva ve studovanych pudnich profilech.
Tabulka OTUs, ktera byla vytvoiena v programu Mothur v. 1.44.1 (viz kapitola 4.2.6), byla
upravena a vysledna data zpracovana do grafu v tabulkovém procesoru Libre Office Calc.
Rarefakéni krivky byly vypocitany z tabulky OTUs normalizaci na minimalni pocet sekvenci
ve vzorku, aby byly vzorky pifimo porovnatelné. Pocet zjisténych OTUs tedy odpovidal poctu
sekvenci, na ktery bylo normalizovano.

Statistické analyzy pro zhodnoceni slozeni prokaryotickych spolecenstev a jeho vztahu
k vlastnostem pudy byly provedeny v prostredi R v. 3.6.3. Matice vzdalenosti umoziiujici popis
rozdill ve slozeni mikrobidlnich spolecenstvech mezi jednotlivymi vzorky byla vypoctena
v programu Mothur 1.44.1 s Bray-Curtis distanci. Pro vizualizaci podobnosti/variability
prokaryotického spole¢enstva mezi pidnimi agregaty byl nésledné¢ tento vystup pouzit
k vytvoteni ordinatnich NMDS (Non-metric multidimensional scaling) diagrama Vv prostiedi
R. V tom samém prostiedi byl s pouzitim balicku Vegan v. 2.5-6 a MASS v. 7.3-51.6 testovan
vliv pfitomnosti T1 v pidnich profilech a dalsich fyzikalné-chemickych charakteristik pad
na slozeni prokaryotickych spole¢enstev v piidnich agregatech. Resitelem statistickych analyz
hodnoticich mikrobialni spolecenstva byl Ing. Jan Kopecky, Ph.D.
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5 Vysledky

5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy

5.1.1 Zakladni fyzikalné-chemické a geochemické charakteristiky pidy

Oba studované pudni profily byly klasifikovany podle mezinarodni metodiky WRB (FAO
2014) jako ,,Eutric Cambisol“ (kambizem eutrofni) - les (Eutric Hyperskeletic Cambisol), louka
(Eutric Skeletic Cambisol).

Zakladni pidni charakteristiky namétené ve vzorcich studované lucni a lesni pudy
z lokality s prirozené se vyskytujicim T1 jsou uvedeny Vv Ptiloze 13.

VSechny pudni vzorky vykazovaly pHH20 V rozmezi 5,9-7,1. U luéniho pidniho profilu
(Oe). Hodnoty pudni aktivni reakce (pHh20) se nepatrné zvySovaly s klesajici hloubkou
v pudnim profilu louky. U vzorkd odebranych v hloubce 0-5 cm, tedy v organomineralnim
horizontu (Ah), bylo naméfeno pHn2o 6,0, nejvyssi hodnoty bylo dosazeno v kambickém
horizontu (Bw) v hloubce 20-25 c¢cm, kde bylo pH rovno 7,0. V lesni pudé se pH vyrazné
bylo dosazeno v horizontu Bw (10-15 cm), a to pHH20= 7,1 (Obrazek 3)

Dalsi testovanou charakteristikou byla vyménna reakce pidy (pHkci). Naméfené hodnoty
pHkcr U vzorki z luéniho profilu se pohybovaly v rozmezi 4,8-5,6 (Obrazek 3). Nejnizsi
pH = 4,8 bylo zaznamenano v horizontu Bw (v hloubce 5-10 cm). Hloubg&ji v luénim ptdnim
profilu doslo k malému nartstu hodnot pH, a to v horizontu C na hodnotu 5,6. U vzorki lesni
pudy bylo zjisténo velmi nepatrné klesani hodnot pHkci, které byly napti¢ horizonty vV rozmezi
(5,5-6,1). V obou pudnich profilech byl zjistén 12-15% podil jilové frakce. V horizontech Oe
nebyl obsah jilu detekovan, nicméné v niZe polozenych ptidnich horizontech (Ah, Bw, C) byla
koncentrace jilové frakce konstantni (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Podil jilové frakce, aktivni (pHu20) a vyménna (pHkci) pudni reakce v lu¢nim (vlevo)
a lesnim (vpravo) pidnim profilu

Obsah celkového uhliku (TC) klesal s hloubkou v obou pidnich profilech. Nejvyssich
hodnot v lu¢nim profilu (16,3 %) dosahoval v horizontu Oe, pti¢emz TC prudce klesl
mezi horizontem Oe a Ah. V niZe polozenych pudnich horizontech (Bw, C) se hodnoty
celkového obsahu uhliku jiz snizovaly jen nepatrné (Obrazek 4). V horizontu Ah lu¢niho profilu
bylo naméfeno 5,4 % TC, kdezto v nejnize polozeném horizontu C to bylo 3,3 %.

Stejné jako u luc¢niho profilu, byl vlesnim profilu obsah celkového uhliku nejvyssi
(17 %). Horizont Ah obsahoval jiz 6 % TC, v horizontu C byl naméfen 3% podil TC. Oba
pudni profily byly charakterizovany zvySenou hodnotou kationtové vyménné kapacity (CEC)
v horizontech Oe, pticemz se zvétSujici se hloubkou v profilu naméfené hodnoty klesaly.
V obou pidach byly hodnoty kationtové vyménné kapacity a celkového obsahu uhliku
pozitivné korelovany (Obrazek 4). Celkovy obsah siry (TS) byl napfi¢ ptidnimi horizonty obou
sledovanych pud velmi nizky a relativné konstantni (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Celkovy obsah uhliku (TC), siry (TS) a kationtova vyménna kapacita (CEC) namétena
ve vzorcich luéni (vlevo) a lesni pudy (vpravo)

Koncentrace oxalatem extrahovatelnych frakci Fe, Mn a Al se v lesnim pudnim profilu
s rostouci hloubkou zvySovala (Obréazek 5). K nejvétSimu naristu doslo v piipadé oxalatové
frakce Fe, kdy se jeji obsah zvysil mezi horizontem Oe a Bw (hloubka odbéru 15-20 cm) o vice
nez polovinu. V lu¢ni profilu mély hodnoty oxalatovych frakci Fe, Mn a Al naopak
proménlivou tendenci napfi¢ padnim profilem. Koncentrace vSech tii frakci dosahovala dvou
maxim, a to v horizontu Ah a Bw (hloubka 10-15 cm).
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Obrazek 5: Koncentrace oxalatem extrahovatelnych frakci Fe (Feox), Mn (Mno), Al (Alox) v piidnim

profilu louky (vlevo) a lesnim padnim profilu (vpravo)
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Metodou XRD bylo stanoveno mineralogické slozeni V pudnich profilech,
pfi¢emz V obou pudach byl zaznamenan dominantni vyskyt kfemene (SiOz), K-zivcu
(KAISiz0), muskovitu (K,Al2(AlSizO10)(F,0H),), illitu ((K,H3O)Alx(Si,Al)4010(0OH)2),
chloritu a kombinované smési jilovych fazi illit-smektit.

5.1.2 Obsah celkového a extrahovatelného T

Vzorky zluéniho puadniho profilu vykazovaly narist obsahu celkového T1 (Thot)
jiz v hornich ptdnich horizontech (Obrazek 6). V horizontu Oe ¢inil obsah 220 mg Tl kg,
horizont Ah obsahoval jiz 570 mg T1 kg™. Obsah Tlot pfevazné s hloubkou v ptidnim profilu
louky vzrustal, vyjimku tvoii horizont Bw (v hloubce 10-15 cm), u kterého se obsah snizil
0 90 mg Tl kg™. Nejvétsiho maxima bylo v luénim profilu dosazeno v horizontu Bw v hloubce
15-20 cm (670 mg kg™).

V lesnim padnim profilu doslo oproti lu¢nimu profilu k markantnéj§imu nartstu
celkového obsahu TI (Tlwt) mezi horizonty Oe a Ah (Obrazek 6). Zatimco v horizontu Oe byl
obsah T1 93 mg kg, v horizontu Ah vzrostl obsah Tl 0 500 mg kg*. Smérem dolu k horizontu
Bw (hloubka 5-10 cm) vSak doslo k mirnému poklesu, pfi¢emz v hloubce >10 cm v lesnim
profilu byl jiz obsah Tl relativné konstantni (rozmezi 526-539 mg Tl kg?).
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Obrazek 6: Celkovy obsah Tl (Thot) v luénim (vlevo) a lesnim (vpravo) ptdnim profilu

Stanoveni vyménné frakce Tl pomoci 1 M NH4NO3 prokazalo nejvétsi podil vyménného
Tl (Tlex) ve svrchnim horizontu Oe vzhledem Kk celkové koncentraci Tl v daném horizontu.
Stejné tomu bylo u oxalatem extrahovatelného TI (Tlox). V horizontu Oe lu¢niho pidniho
profilu byl zjistén obsah 13,5 % vyménného Tl a 20 % Tlox Z celkového obsahu T1 v plidnim
horizontu. Smérem do hloubky se vSak koncentrace téchto dvou frakei snizila. Horizont Ah

30



luéniho ptdniho profilu jiz obsahoval 6% Tlex @ 9 % Tlox z celkového obsahu T1. Horizont Oe
lesniho ptidniho profilu obsahoval 6 % Tlex a 10 % Tlox Z celkového T1 (Tlwt). Stejné
jako u lu¢ni pady byl v lesni ptidé zaznamenan pokles procentualniho zastoupeni obou téchto
frakei TI. V horizontu Ah ¢inil obsah vyménného T1 2 % z celkového obsahu TI v horizontu,
u oxalatem extrahovatelného T1 to bylo 4 %. Detailni vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny
v Priloze 5.

5.1.3 Chemicka frakcionace Tl

VSechny horizonty lesniho i luéniho profilu obsahovaly nejvétsi koncentraci TI
v rezidudlni frakci, a to v rozmezi 79-91 % (Obrazek 7 a 8). Podil Tl vazaného na nerezidualni
frakce byl u obou piidnich profilii nékolikanasobné nizsi nez podil Tl ve stabilni rezidualni
frakci. Zastoupeni T1 ve snadno mobilizovatelnych frakcich lze charakterizovat sumou téchto
fraket, kterd ani v jednom horizontu lesni plidy nepteséhla 11 % a v ptidnich horizontech louky
dosdhla maxima 13 %. pfesné hodnoty jsou uvedeny v Ptiloze 6.

V luénim padnim profilu byla nejvice zastoupena koncentrace Tl v nerezidualnich
frakcich v hornim organickém puidnim horizontu (Oe), kde redukovatelna frakce Tl tvotila 9 %,
v oxidovatelné formé¢ bylo obsazeno 3 % Tl a vyménna T1 frakce ¢inila 0,5 % z celkového
obsahu TI. Z Obrazku 7 lze usoudit nepatrny pokles zastoupeni Tl v mobilnich frakcich
pudnich horizontl v souvislosti se vzristajici hloubkou ptidniho profilu louky.
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Obrazek 7: Podil zastoupeni jednotlivych frakci Tl v ptidnim profilu louky (dle metody BCR)
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V lesnim pudnim profilu byla zaznamenana nejvétsi koncentrace Tl vazaného
na nerezidualni frakce v ptidnim horizontu Bw (v hloubce 10-15 cm), a to zejména diky 9%
podilu T1 v redukovatelné frakci. Nejvice Tl ve formé vyménné frakce bylo v horizontu Oe,
pii¢emz tento obsah se do hloubky v pidnim profilu snizoval. Zatimco u oxidovatelné T| frakce
Ize pozorovat na Obrazku 8 klesajici trend vyslednych hodnot, u redukovatelné T1 frakce byl
zaznamenan mirny nartst smérem do hloubky ptadniho profilu lesu.
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Obrazek 8: Podil zastoupeni jednotlivych frakci T1v lesnim ptdnim profilu (dle metody BCR)

5.1.4 Zastoupeni prvki a organické hmoty v pidnich agregatech

Stejné jako u mikrobiologické ¢asti prob&hlo méteni vybranych prvki a podilu organické
hmoty v péti ptidnich agregatech z kazdého horizontu pudnich profild, pfi¢emz u vzorku 10b
byla zjisténa chyba v méfeni, a tak byl z dal§iho vyhodnocovani vytazen. Celkovy obsah v pidé
byl stanoven u fady prvki, ale pouze Tl a prvky Al, As, Ca, Fe, Mg, Mn, Rb, které jsou
vyznamné z hlediska asociace/speciace Tl, jsou dale hodnoceny.

Provedenim statistické analyzy byl zjistén v lu¢nim profilu statisticky vyznamny rozdil
mezi pudnimi horizonty v podilu organické hmoty a v celkovém obsahu prvka TI (Tleei), Fe,
As, Ca, Mg, Al ¢i Rb (Ptiloha 7). Z hlediska celkového obsahu Tl v pidnich agregatech daného
horizontu se signifikantné lisily horizonty Oe a Bw, dale horizonty Oe a C ¢i horizonty Aha C

32



(Tabulka 9). Podil organické hmoty se statisticky vyznamné lisil mezi pidnimi horizonty Oe a
Bw, horizonty Oe a C ¢i vrstvami Ah a Bw (Tabulka 10).

Tabulka 9: Post hoc test Kruskall-Wallisova testu (Vicenasobné porovnani p hodnot - celkovy obsah
Tl v luénim profilu) - ¢ervené zvyraznén statisticky vyznamny rozdil

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustranné)

Tleeik Tleei [Mmg.kg™] (Louka - agregaty)

[mg.kg?] |Nezavisla (grupovaci) proménna: Horizont

Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =25,01143 p = 0,0000
Horizont Qe AN Bw ¢
R:4,2000 R:7,6000 R:20,500 R:32,200

Oe 1,000000 0,008793 0,000093
Ah 1,000000 0,070850 0,000883
Bw 0,008793 0,070850 0,134368
C 0,000093 0,000883 0,134368

Tabulka 10: Post hoc test Kruskall-Wallisova testu (Vicenasobné porovnani p hodnot - podil organické
hmoty v luénim profilu) - éervené zvyraznén statisticky vyznamny rozdil

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustranné)
Podil Podil organické hmoty [%] (Louka - agregaty)
organické Nezavislé (grupovaci) proménnd: Horizont
hmoty [%] Kruskal-Wallistuv test: H (3, N=35) = 20,17000; p = 0,0002
Horizont Oe AN Bw ¢
R:32,400 R:27,800 R:13,550 R:11,600
Oe 1,000000 0,001404 0,007978
Ah 1,000000 0,032483 0,074576
Bw 0,001404 0,032483 1,000000
C 0,007978 0,074576 1,000000

Celkovy obsah Tl (Tleeik) byl naméfen ve vSech vzorcich pidnich agregati z lu¢niho
profilu v rozmezi 954-1310 mg kg™. Z Obrazku 9 vyplyva, Ze primémy obsah Tl v ptidnich
agregatech se s rostouci hloubkou v ptdnim profilu zvySoval. Zatimco v horizontu Oe lu¢niho
profilu byl obsah 1020 mg T1 kg™, horizont C vykazoval obsah Tl 0 230 mg kg vyssi. U podilu
organické hmoty v pudnich agregatech byl zaznamenan opacny trend. V nejsvrchnéj$im
horizontu Oe byl naméfen 14% podil organické hmoty, ktery se v§ak s hloubkou nepatrn¢ snizil
(10% podil organické hmoty). Obsahy prvka Al, As, Mg, Mn, Fe a Rb se podobn¢ jako Tl
s hloubkou v ptidnim profilu zvysily (Ptiloha 14).
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Obrazek 9: Celkovy obsah Tl (Tle) a podil organické hmoty v pudnich agregatech napfi¢ luénim
pudnim profilem

Kruskal-Wallistv test prokazal statisticky vyznamné rozdily mezi horizonty lesniho
profilu vzhledem k podilu organické hmoty a obsahum prvka TI, As, Al, Ca, Mg ¢i Rb
(Ptiloha 8). Naopak se nepotvrdila rozdilnost v obsahu napt. prvkt Fe a Mn mezi jednotlivymi
pudnimi horizonty. Statisticka analyza vyvratila stanovenou nulovou hypotézu, ze se horizonty
lesni piidy v obsahu T1 shoduji (Tabulka 11). Statistickym vyhodnocenim byl zjistén vyznamny
rozdil mezi horizonty Oe a C ¢i horizonty Ah a C. Padni horizonty lesniho profilu vykazovaly
statisticky vyznamny rozdil i v podilu organické hmoty v nich obsazenych. Vyznamné se
dle Tabulky 12 lisily horizonty Oe a Bw, dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi horizonty Oe a C a také mezi ptidnimi horizonty Ah a C.

Tabulka 11: Post hoc test Kruskall-Wallisova testu (Vicenasobné porovnani p hodnot - celkovy obsah
Tl v lesnim profilu) - Cervené zvyraznén statisticky vyznamny rozdil

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustranné)

Tleeik Tleei [mg.kg™] (Les - agregaty)

[mg.kg?] |Nezéavisla (grupovaci) proménnd: Horizont

Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =14,83103 p = 0,0020
Horizont Oe AN Bw ¢
R:6,2000 R:9,2500 R:16,000 R:25,400

Oe 1,000000 0,154960 0,002180
Ah 1,000000 0,953457 0,028151
Bw 0,154960 0,953457 0,195180
C 0,002180 0,028151 0,195180
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Tabulka 12: Post hoc test Kruskall-Wallisova testu (Vicenasobné porovnani p hodnot - podil organické
hmoty v lesnim profilu) - Cervené zvyraznén statisticky vyznamny rozdil

ZéVl,Slé: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.)

Podil L Nezavisla (grupovaci) proménnd: Horizont

organicke Kruskal-Wallistiv test: H (3, N=29) =21,64506

hmoty [%] | p = 0,0001

Horizont Oe AN Bw ¢
R:26,200 R:23,500 R:12,533 R:4,4000

Oe 1,000000 0,011294 0,000310
Ah 1,000000 0,132552 0,004956
Bw 0,011294 0,132552 0,386090
C 0,000310 0,004956 0,386090

Z Obrazku 10 znazoriiujicim pramémé hodnoty celkového obsahu Tl (Tlee)
V jednotlivych lesnich pidnich horizontech je patrny stejny vzrustajici trend jako u luéniho
profilu. V hornim horizontu Oe byl obsah 780 mg Tl kg™, kdezto v horizontu C ¢&inil obsah Tl
983 mg kg™. Opa¢ny jev byl zaznamenan u podilu organické hmoty v ptidnich agregatech,
kdy s rostouci hloubkou v pidnim profilu klesalo mnozstvi naméfené organické hmoty
(Obrazek 10). V horizontu Oe byla ziskana nejvétsi hodnota, a to 21% podil, horizont Ah
obsahoval jiz 14 % organické hmoty a v horizontu C byl zjistén 8% podil organické hmoty

Vv pidnich agregatech. Primérné obsahy Al, Mg, Mn ¢i RD se stejné jako obsah Tl s hloubkou
v profilu zvysily (Ptiloha 14).
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Obrazek 10: Celkovy obsah Tl (Tleei) a podil organické hmoty v pldnich agregatech napii¢ lesnim
plidnim profilem
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5.1.5 Porovnani naméfrenych hodnot obou studovanych pudnich profila

Statistickou analyzou byl proveden neparametricky test pro dva vybéry, a to pro zjisténi,
zda ziskané hodnoty namétfené pomoci fyzikalné-chemickych analyz nabyvaji rozdilnosti
vzhledem k hospodaiskému vyuziti pudy. Vysledky provedeného Mann-Whitneyho U testu
jsou uvedené v Ptiloze 9 spolu s dil¢i popisnou statistikou. Test porovnava stiedni hodnoty
ve dvou nezavislych souborech. Mezi nékterymi fyzikdlné-chemickymi proménnymi
naméfenymi v luénim a lesnim profilu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rozdilnost byla
vypoctena napiiklad u pudniho pH ¢i obsahu oxalatem extrahovatelného Fe a Mn.
Naopak shodné hodnoty jak v lu¢nim, tak lesnim profilu vykazovaly podil organické hmoty
v pudnich agregatech, obsah Rb, celkovy obsah uhliku ¢i jednotlivé frakce TI.

5.2 Izolovana environmentalni DNA a produkty PCR reakce

Extrakce DNA z prvni sady pudnich agregatti (vzorky 2-8) odebranych z lu¢niho ptidniho
profilu byla pouze ¢aste¢né tispésna (Obrazek 11). Vzorky ¢islo 2-4 z horizontd Oe, Ah a Bw
(hloubka 5-10 cm), obsahovaly uspokojivou koncentraci DNA. Druha ¢ast vzorku (€. 5-8)
ze spodnich pudnich horizonti Bw (hloubka odbérd 10-25 cm) a C neobsahovala zadné
nebo jen velmi malé mnozstvi DNA.

marker vzorky
bp 2a 2b 2c 2d 2e 3a 3b 3c 3d 3e 4a 4b 4c 4d 4e
5000
1500

5a 5b 5c 5d 5e 6a 6b 6¢c 6d 6e 7a 7b 7c 7d 7e

Obrazek 11: Elektroforeticka separace nepurifikované DNA v agar6zovém gelu

Me¢éteni na spektrofotometru potvrdilo, Ze koncentrace DNA byla velmi nizkd, navic se
znanymi necistotami v podobé& protein ¢i rozpoustédel pouzitych b&hem extrakce DNA
(Tabulka 13).
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Tabulka 13: Vysledné hodnoty koncentrace DNA naméiené spektrofotometrem u vybranych vzorkta

Hloubka
Cislo Padni odbéru Koncentrace
Opakovani . DNA A260/A280 A260/A230
vzorku horizont vzorku
[cm] [ng/pl]
5 a Bw 10-15 2,500 1,250 0,294
5 c Bw 10-15 3,000 2,000 0,545
5 d Bw 10-15 2,500 1,250 0,417
5 e Bw 10-15 2,000 1,333 0,400
6 a Bw 15-20 2,500 1,250 0,417
6 b Bw 15-20 1,500 1,500 0,375
6 c Bw 15-20 3,000 2,000 0,353
6 d Bw 15-20 2,500 1,250 0,357
6 e Bw 15-20 6,500 1,857 0,765
7 a Bw 20-25 4,500 1,800 0,500
7 c Bw 20-25 2,500 0,333 2,500
7 d Bw 20-25 1,500 0,429 1,500

Po zméné v postupu extrakce piidanim dH20 byl v druhé sadé vzorku (¢. 9-14) z lesniho
profilu zjistén vyznamny obsah DNA u 27 vzorkd ze 30 celkovych. Ziskat environmentalni
DNA se podatilo i pti opakovani nepovedenych vzorkl, coz je patrné z Obrazku 12. Kontrolni
agardzovy gel zobrazuje téméf 100% uspésnost. Vzorek 7a, ktery se jevil jako neuspésny, byl
ovéten spektrofotometricky, pficemz byla zjisténa vysoka koncentrace DNA (445 ng/ pl).

marker vzorky

5a 5¢ 5d 5e 6a 6b 6¢c 6d 6e 7a 7c 7d 8a 8b 8c

oo

8d 8e 9b 10c 11c

LT

L

Obrazek 12: Kontrolni elektroforeticky gel s DNA opakovanych vzorki

Prvni provedeni PCR ze vzorkt nepurifikované DNA bylo netspésné. Na gel bylo
naneseno celkem 30 vzorki (¢. 9-14) s komponenty GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase,
pficemz jen v nékolika mistech geli byl zaznamenan nepatrny stin vizualizované DNA
(Obrazek 13).
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marker vzork

bp

5000
1500

500

Obrazek 13:Kontrolni elektroforeticky gel PCR produktd

Zopakovana PCR byla provedena s reakéni smési obsahujici komponenty TaKaRa Taq™
a GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase. Soucasné doslo K zdméné komponentti pro reakéni smés
s chemikaliemi GoTaq, u kterych se o¢ekavala nezadouci kontaminace. Jako pozitivni kontroly
(+1, +2) slouzily cisté kultury Streptomyces griseus a Streptomyces scabiei. Po upraveé
komponent a podminek reakce se amplifikovaly pouze pozitivni kontroly (Obrazek 14).
V ostatnich vzorcich  pusobily inhibitory, které nedovolily vytvofeni PCR produktd.
Nasledna purifikace byla 100% uspé$na a dalsi modifikace extrakce environmentalni DNA
nebyla tfeba.

marker vzorky

- 4de Filk - 5e 6a

bp

500
300

Lo JE=— e +, - S. griseus

+, - S. scabieij
GoTag TaKaRa - negativni kontrola

Obrazek 14: Elektroforeticka separace PCR produkti s komponenty GoTaq a TaKaRa v agarézovém
gelu
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Po purifikaci DNA byla provedena PCR reakce sné¢kolika zkusebnimi vzorky
(Obrazek 15). Produkty se podafilo ziskat pouze ve dvou provedenich, a to za pouziti
komponentit GoTaq a AccuPrime. V obou piipadech byly vytvofeny amplikony, jak z DNA
pro pozitivni kontroly, tak vlastnich vzorkti. Porovnani vysledki reakci s komponenty GoTaq
a AccuPrime je k nahlédnuti na Obrazku 15. Vysledek reakce s komponenty TaKaRa ukazal,
ze se amplifikovala pouze templatovd DNA pozitivni kontroly.

marker vzorky

+1 +, - 2d 3b 12b13a1l4de 2d 3b12b13a14e - +

bp

500
300

+; S. griseus
+, S. scabiei + S. scabiei
- negativni kontrola - negativni kontrola

Obrazek 15: Elektroforeticka separace vysledku PCR reakce s komponenty GoTaq (vlevo)
a AccuPrime (vpravo) v agar6zovém gelu

Na zéakladé¢ testovani komponent a podminek priabéhu PCR bylo shledano vyuziti sady
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase System jako nejvhodnéjS$i. Amplifikace useku DNA
pro gen 16S rRNA byla tudiz provedena u vSech 65 vzorku s reakéni smési uvedenou v Tabulce
8 a za podminek uvedenych v Tabulce 9. Usp&inost polymerazové fetézové reakce byla
Vv prvnim pokusu 83 %, 11 templatovych DNA bylo nutné reakci opakovat. Metodou PCR bylo
celkem vytvoteno 65 amplikonti o délce ~300 bp (viz Obrazek 16 s vybranym gelem), které
byly odeslany k sekvenaci.

marker vzorky

2a 2b 2c 2e 3a 3c 3d 3e 4a 4b 4c 4d 4e 5a 5b

bp
500
300

Obrazek 16: Elektroforeticka separace amplikond vzniklych z reakéni smési s AccuPrime
komponenty v agar6zovém gelu
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5.3 SloZeni prokaryotického piidniho spolecenstva

Po upravach bylo pro analyzu spoleCenstva ziskdno 2 482 218 sekvenci bakteridlni
a archaealni 16S rRNA, které byly pfifazeny do celkem 30 574 OTU (opera¢né taxonomickych
jednotek).

V obou puadnich profilech dominovaly stejné bakterialni kmeny (Obrazek 17).
Nejzastoupenéjsi kmeny byly  Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes a Firmicutes.
Archaealni kmeny byly vzhledem ke svému nizkému zastoupeni ve spolecenstvu slouceny
(stejn¢ jako malo pocetné zastoupené bakterialni kmeny) do skupiny kment ,,ostatnich®.

V luénim profilu pfevazovalo rovnomémé rozlozeni kmenti Proteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteria a Planctomycetes. U kmene Verrucomicrobia bylo zjisténo
kolisavé rozlozeni, kdy maximalni zastoupeni bylo pozorovano ve tiech rliznych hloubkach
profilu. To je zndzornéno na Obrazku 17, kde zcelkového poétu OTU bylo 24 %
(Verrucomicrobia) obsazeno v horizontu Oe a horizontu Bw v hloubkach 10-15 cma 20-25 cm.
U kmene Chloroflexi bylo pozorovano stiidavé zvySovani a snizovani podilu zastoupeni
do hloubky profilu.

V lesnim profilu byl zaznamendn vyrazngjsi vykyv ve slozeni prokaryotického
spoleCenstva pouze u kment Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes a Firmicutes.
Mezi horizontem Oe a Ah vzrostl podil zastoupeni kmene Verrucomicrobia z 18 % na nejvyssi
hodnotu v profilu 24 % z celkového poctu OTU, v dalsich 10 cm horizontu Bw doslo ke snizeni
az na 13 %, pfi¢emz druhého nejvyssiho podilu zastoupeni 21 % bylo dosazeno v Vv hloubce
15-20 cm horizontu Bw. U kmene Firmicutes byl mezi ptdnimi horizonty zjistén nartst
zastoupeni vzhledem ke zvysujici se hloubce v ptidnim profilu.

Dale byl proveden podrobnéjsi rozbor taxonomickych jednotek jednotlivych
dominantnich kmenti. V obou pudnich profilech byl v ramci kmene Proteobacteria zjistén
nejvetsi vyskyt zastupct Celedi Xanthobacteraceae a Nitrosomonadaceae. V lu¢nim profilu
byl sledovan mirny narast jejich podilu v horizontech Oe a Bw (hloubka 10-15 cm, 20-25 cm),
Vv lesnim profilu dosahla ¢eled” Xanthobacteraceae dvou maxim, a to v horizontech Ah a Bw
(hloubka 15-20 cm).

V ramci kmene Verrucomicrobia byly nejzastoupenéjsimi celedémi
Chthoniobacteraceae a Pedosphaeraceae. V luénim profilu byl nejvyssi vyskyt
Chthoniobacteraceae zaznamenan v horizontu Oe a Bw (hloubky 10-15 cm, 20-25 cm),
V lesnim profilu to byly horizonty Ah a Bw (15-20 cm) (Obrazek 18). Toto rozlozeni
korespondovalo se zde nejzastoupenéjSim bakterialnim rodem - Candidatus Udaeobacter,

v

ktery byl také nejhojnéj$im ze vsech klasifikovanych rodi v obou ptidnich profilech.
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Podil zastoupeni archealnich a bakteridlnich kmenu
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Obrazek 17: Podil zastoupeni archaealnich a bakterialnich kmeni ve spole¢enstvu obou pidnich profili

Podil zastoupeni kmene Verrucomicrobia na urovni celedi
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Obrazek 18: Podil zastoupeni taxonti kmene Verrucomicrobia na trovni ¢eledi v obou pudnich profilech
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V ramci kmene Actinobacteria byla nejvice zastoupena ¢eled” Gaiellaceae (Obrazek 19).
Nejvyraznéjsi vykyv V zastoupeni byl u této cCeledi zaznamenan v luénim profilu,
kde v horizontu Bw v hloubce 10-15 cm doslo k nartstu podilu ze 2 % na 3 %. V lesnim profilu
bylo nejvétsi procento zastoupeni Celedi Gaiellaceae sledovano v horizontu Bw (15-20 cm),
pii¢emz se zde zastoupeni této Celedi s hloubkou nepatrné zvysilo. 1 pfesto, Ze se nejedna
0 dominantni ¢eled” kmene Actinobacteria, byl vlesnim padnim profilu pozorovan
Vv nejhlubsim horizontu C nartst podilu zastoupeni ¢eledi Microbacteriaceae (Obrazek 19).

Podil zastoupeni aktinobakterii na drovni ¢eledi

(o ‘o
Procentudlni zastoupeni [%] B Gaiellaceae
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£o8  C  >25 NN D = Nocardioidaceae
< 8 Les Gaiellales_fa
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Obrazek 19: Podil zastoupeni taxonti kmene Actinobacteria na Grovni ¢eledi v obou pudnich profilech

U kmene Acidobacteria bylo nejvice zastupci zatazeno do celedi Subgroup 6_fa
a Pyrinomonadaceae (Obrazek 20). Jak jiz bylo zminéno vyse, nebyl téméf u zadného
z bakterialnich kmenti pozorovan vztah s rostouci hloubkou. Pouze u kmene Firmicutes
Ize ur¢it vliv hloubky na zastoupeni mikroorganismt v jednotlivych vrstvach lesni pudy.
Jak znazoriiuje Obrazek 21, pocet zastupcu Celedi Bacillaceae, Planococcaceae a nepatrné
také Paenibacillaceae (kmene Firmicutes) se zvysuje s hloubkou v ptidnim profilu lesu.
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Podil zastoupeni kmene Acidobacteria na Urovni ¢eledi
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Obrazek 20: Podil zastoupeni taxonti kmene Acidobacteria na trovni ¢eledi v obou pudnich profilech

Podil zastoupeni kmene Firmicutes na urovni celedi
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Obrazek 21: Podil zastoupeni taxontt kmene Firmicutes na trovni ¢eledi v obou ptidnich profilech
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Rozborem taxont byly také uréeny dominantni rody, které se shodné vyskytovaly v obou
pudnich profilech (Ptiloha 12). Nejvice zastoupeny zde byly bakterialni rody Candidatus
Udaeobacter (kmen  Verrucomicrobia), Subgroup 6_ge (kmen Acidobacteria),
Xanthobacteraceae _ge (kmen Proteobacteria), Gaiella (kmen Actinobacteria) a KD4-96_ge
(kmen Chloroflexi).

5.4 Diverzita prokaryotického spolecenstva

Rarefak¢ni kiivky ukdzaly, ze mezi lu¢nim a lesnim profilem nebyl vyznamny rozdil
v celkové archaealni a bakterialni diverzité¢ (Obrazek 22). V obou pudnich profilech byl
pramérny pocet OTU Vv jednotlivych piidnich horizontech v rozmezi 1920-2563.

Diverzita se ale nepatrné lisila mezi jednotlivymi horizonty danych pudnich profild.
V luénim profilu vykazoval nejvétsi diverzitu horizont Bw v hloubce 10-15 cm s primérnym
poétem 2563 OTU zjisténych ve vzorcich a nejmensi diverzita byla v horizontu Bw (hloubka
20-25 cm) s poc¢tem 1841 OTU. Naproti tomu byla v lesnim profilu nejvétsi diverzita sledovana
v horizontu Oe s poctem 2521 OTU, nejmensi diverzitu vykazoval horizont Ah s poctem
1960 OTU. Z rarefak¢nich kiivek vSak nevyplynul zadny trend vzhledem k hloubce v pidnim
profilu a obsahu TI.

Metodou nemetrického mnohorozmérného skalovani (NMDS) byla graficky zobrazena
podobnost, respektive variabilita mezi jednotlivymi pudnimi agregaty z hlediska diverzity
mikrobialniho spolecenstva (slozeni OTU ve vzorku). Zaroven s tim byl stanoven i vztah
mezi fyzikalné-chemickymi charakteristikami studovanych pad a prokaryotickou diverzitou
pidnich agregati. Vystupem této metody byla statisticka data (Pfiloha 10, 11) a ordina¢ni
diagramy (Obrazek 23, 24).

Ordinac¢ni diagramy zobrazily znac¢nou variabilitu prokaryotického spolecenstva
v pudnich agregatech, a to jak napfi¢ celym profilem, tak i v ramci daného horizontu,
ze kter¢ho byly odebrany.

V luénim profilu vytvotilo n€kolik vzorkt vétsi shluk nasvédcujici podobnost slozeni
spoleCenstva, ale jednalo se pfevazné o vzorky z riznych horizontii. Nejmens$i rozmanitost
OTU v agregatech byla zjisténa v nékolika vzorcich z horizontd Oe a Bw (10-15 cm; 20-25
cm). V ramci agregati z daného horizontu byly vSak vzdy maximalné 3 s podobnym slozenim
prokaryot, zbylé dva agregaty mély odlehlou pozici znalici vyraznou variabilitu. Nejméné
podobné si byly svym slozenim mikroorganismu v luénim profilu vzorky z horizontu Bw (15-
20 cm). Variabilita vzorku z horizontu Bw (20-25 ¢cm) byla nejmensi.

V lesnim profilu se v pidnich agregatech projevila vyssi diverzita prokaryotického
spolecenstva nez u lu¢niho profilu. Nejvétsi variabilita OTU byla mezi agregaty z horizontu Oe
a nejmensi variabilitu vykazovaly agregaty z horizontu Ah.

Statistickd  analyza ukézala nizké hodnoty regresniho koeficientu (r?),
ze kterych vyplynulo, Ze nebyl pozorovan jakykoliv trend mezi fyzikalné-chemickymi
proménnymi a mikrobidlnim sloZenim vzorkil z jednotlivych horizontii obou ptidnich profili.
Nejvyssi hodnota regresniho koeficientu pro luéni profil byla 0,14 (obsah vyménného Tlex)
a pro lesni profil to byla hodnota 0,16 (pHH20).
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Obrazek 22: Rarefakéni kiivky. Stanovena archaealni a bakterialni
na prosekvenovanosti vzorku (lu¢ni profil - vlevo; lesni profil - vpravo)

diverzita dle poc¢tu OTU v pldnich horizontech v zavislosti
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6 Diskuze

6.1 Obsah a mobilita Tl v prostiedi studovanych lokalit

Thallium, jakozto stopovy prvek, se v nekontaminovaném pidnim prostiedi vyskytuje
ve velmi nizkych koncentracich, a to vrozmezi 0,1-1 mg Tl kg (Kazantzis 2000; Peter
& Viraraghavan 2005). Nase vysledky vSak prokazaly abnormalni obsahy TI v pudé¢ na lokalité
Erzmatt ve Svycarsku. Extrémni obsahy (~90-600 mg Tl kg?/ v agregatech ~800-1200
mg Tl kg?) se rovnaji referenénim hodnotam pro pidy vyvinuté na loZiscich Tl-As sulfidd,
které naptiklad uvadéji ve své studii Baceva et al. (2014) nebo Xiao et al. (2004). Identifikované
Tl na studované lokalité je litogenniho ptivodu, a to mimo jiné na zékladé vysledki vysokého
obsahu As a Fe, ktery se prevazné do hloubky ptdnich profila spole¢né s Tl zvysoval. Litogenni
(sulfidicky) pivod TI byl dale jasné¢ dokumentovan pomoci mineralogického studia autory
Voegelin et al. (2015) a Herrmann et al. (2018).

V obou studovanych ptdnich profilech byl zjistén vysoky obsah TI, jak u celkovych
(homogenizovanych) pad, tak i padnich agregatu. V agregatech byl nicméné obsah 0 X00 mg
kg vyssi, coz si lze vysvétlit znaénou heterogenitou ptidnich agregatii. Jak uvadgji Simek et al.
(2019), slozeni pudnich agregatii je pro svou vysokou izolovanost velmi unikatni, kde asociace
riznych mineralnich slozek, organické hmoty a mikroorganismii tvofi organizovanou
mikrostrukturu liSici se svym vnitinim prostfedim od okolni pudy. Totsche etal. (2018)
mineraly a Fe oxidy, u nichz byla jiz fadou studii (napf. Martin et al. 2018) popsana adsorpce
¢i absorpce TI. To muze vést K vysoké koncentrovanosti T1 v nasich pidnich agregatech.

I ptestoze v jednotlivych agregatech bylo nalezeno pomérné variabilni mnozstvi T, bylo
prokazano, ze se prumérny obsah TI v horizontech shloubkou zvysoval podobné
piicemz v horizontu Oe byl v lesnim pudnim profilu obsah Tl podstatné niz$i nez v ptipadé
louky. Vangk et al. (2009) dosli ke stejnému zavéru, tj. rostouci obsah T1 do hloubky profilu
s rozdilnym vyuzitim - les x zeméd¢€lska ptida (trvaly travni porost). Obé¢ lokality mély velmi
kyselé pH, kterym si autofi vysvétlovali zvySenou mobilizaci Tl ptfevazujici do hloubky
pudnich profilt. Lesni pida vykazovala nizsi obsah Tl a pH narozdil od zeméd¢lské puidy,
coz bylo dle Vangk et al. (2009) pravdépodobné zptsobeno druhovym zastoupenim v porostu
(Picea abies L., Fagus sylvatica L.) a jeho acidifika¢nimi a akumula¢nimi G¢inky.
Nase vysledky jsou se jmenovanou studii shodné v niz§im obsahu T1 v lesni ptidé nez v pide
zemeédelské, ale lisi se v pidni reakci lesnich ptid. Dle kritérii pro hodnoceni ptidni reakce
lesnich ptid odpovidaly nami naméfené hodnoty neutralnimu pHnzo (RejSek & Vacha 2018).
Pti¢inou téchto hodnot je pravdépodobné vapencové a dolomitové podlozi, které na pudu
pusobi svymi pufracnimi schopnostmi, jak také uvadi Herrmann et al. (2018). Navzdory tomu
je v horizontu Oe lesniho profilu velmi nizky obsah Tl v porovnani S hloub&ji polozenymi
horizonty. To si lze vysvétlit dominantnim zastoupenim buka (Fagus sylvatica) v rostlinném
pokryvu. Al-Najar etal. (2003) uvadi jako moznost mobilizace Tl vliv rostlin, pficemz
dilezitymi faktory pro vstup stopovych (potencialné rizikovych) prvka véetné T1 do rostliny
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jsou: kofeny vyvolané zmény pH v rhizosféte, zvySena redukéni kapacita kofenti, mnozstvi a
slozeni kotenovych exudatd. Studie Tyler (2004), Tyler a Olsson (2006) prokazaly schopnost
buki zachycovat Tl kofeny prostiednictvim podobnych mechanismu jako alkalické kationty.
Dal$i moznosti nizS§iho obsahu Tl je napiiklad mikrobialni aktivita ptasobici mobilizaci Tl
Z mén¢ stabilizovanych frakci, coz uvadi Rasool et al. (2020), které by mohlo vzhledem ke své
vyrazné rozpustnosti specifickych fazi TI(I) migrovat (ve formé& TI") do spodnich horizontd
pudnim roztokem.

Organicky horizont (Oe) lu¢niho profilu obsahoval vice celkového TI narozdil od lesniho
profilu, a to i navzdory niz§imu pH (5,9), kter¢ je dle vyhlasky ¢. 275/1998 Sb. (Ministerstvo
zemédélstvi) slabé kyselé. Ve studii Voegelin et al. (2015) bylo na lokalit¢ Erzmatt také zjisténo
mirné kyselé pH v horni ¢asti ptidniho profilu P3. Ten stejné jako v nasi praci obsahoval vyssi
koncentraci Tl, nez zbylé lokality P1 a P2 vykazujici neutralni pH. Snizeny obsah TI
v horizontu Oe Vv porovnani s horizonty Ah a C v lu¢nim profilu je zptisoben pravdépodobné
mobilizaci Tl v disledku pH. To je v souladu se Sterckeman et al. (2000), podle kterych
je snizené pH pudy odpovédné za mobilizaci stopovych prvki (,,t€zkych kovi“) a naslednou
migraci pidnim profilem smérem dolu. Pfi¢inou ale mohou byt stejné jako u lesniho profilu
mikrobidlni aktivita ¢i rostlinny pokryv. Napiiklad se zde hojn¢ vyskytuje zéastupce rodu
Knautia, u jehoz druhového zastupce (Knautia caroli-rechingeri) popsali Baceva Andonovska
et al. (2018) vyznamny vstup T1 do kofenti rostlin na lokalité¢ Allchar (Makedonie).

Skute¢né V organickych horizontech Oe bylo potvrzeno vyssi riziko biologické
dostupnosti T1 narozdil od hloubéji polozenych horizonti. Podilové zastoupeni Tl ve vyménné
(Tlex) a oxalatem (Tloxal) extrahovatelné formé v téchto horizontech poukazuje na snazsi
mobilizaci Tl z nestabilnich forem. Zvyseny podil vyménné frakce pfic¢itame retenci TI
na organickou hmotu v pomérné labilni form¢, a to primarné v dusledku ptsobeni
elektrostatickych sil (Narwal et al. 1999; Ahnstrom & Parker 2001). S tim souhlasi studie
Jacobson et al. (2005), ktery uvadi, ze sorpce Tl na organickou hmotu (SOM) se muze zdat
jako nizka, jelikoz komplexace Tl s organickymi ligandy je celkové slaba. Ke stejnému zavéru
dospéli i Vanek et al. (2013a), ktefi prokazali, ze Tl je vysoce mobilni a labilni v ptdnich
horizontech bohatych na organické latky.

Vyssi, ne vsak statisticky vyznamny podil labilniho T1 byl u lu¢niho profilu také prokazan
sekvencni extrakci BCR. Je to pravdépodobné dano slabé kyselym pH lucni putdy,
ktery dosahne neutralnich hodnot az v horizontu C (pudotvorny substrat). To je v souladu
s Karlsson (2006), ktery uvadi slabou sorpci T1 pti snizenych hodnotach pH a slabych redoxnich
podminkéch. Vyznamnd imobilizace Tl miize probihat pfi alkalickém pH.

Navzdory zjisténym labilnim formam TI v padach, byla v obou pudnich profilech
prokazana vysoka geochemicka stabilita Tl napti¢ vS§emi pidnimi horizonty. Mobilita Tl byla
obecné velice nizka, jelikoz v pidach zajmové lokality pfevazuje rezidualni forma TI (~90 %
celkového obsahu T1). Jak uvadéji autoti Yang et al. (2005), Liu et al. (2010), Gomez-Gonzalez
et al. (2015), jsou takto vysoké koncentrace Tl ve form¢ rezidualni frakce obvyklé pro Tl
litogenniho ptivodu. Podobné Al-Najar et al. (2005) prokazali ve vzorcich pudy az 92 % TI
asociovaného S rezidualni frakci. Karbowska et al. (2014) zaznamenali podstatné nizsi
koncentraci rezidualni T1 frakce (v horni vrstvé piady 66 %, ve spodni vrstvé 36 %) v pudé
vzniklé na dolomitovém podlozi nesouci Zn-Pb rudu, coz bylo ale zpisobeno vyhradné
pritomnosti Tl v oxidovatelné formé, ktera se vaze praveé na sulfidy (Jakubowska et al. 2007).
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Hojné bylo také Tl zastoupeno v podobé redukovatelné frakce zahrnujici vazbu Tl na Mn, Fe
hydr(oxidy). Vangk et al. (2009) zjistili v obou studovanych ptdach (les x trvaly travni porost)
az 95 % TI z celkového obsahu vazaného v rezidudlni frakci, coz bylo interpretovano
dominantni  vazbou Tl  vsilikitech v podobé  K-ziveu  (KAISizOg), illitu
((KH30)AI(Si,Al)4010(0OH)2) ¢i muskovitu (KAI2(AISizO10)(F,0H)2). S tim koresponduji
i nase vysledky rentgenové praskové difrakéni analyzy (XRD), podle nichz je zde prokazan
dominantni vyskyt K-Zivcet, muskovitu a illitu, u kterych byla prokazana interakce/vazba s Tl
(Tremel et al. 1997b; Van¢k et al. 2011; Grosslova et al. 2015; Voegelin et al. 2015). Zna¢nou
imobilizaci Tl nasvédCuje i vysokd hodnota CEC (Rejsek & Vacha 2018), ktera prokazuje
schopnost pud u¢inné poutat kationty. Jeji velikost je pfevazné zavisla na piitomnosti organické
hmoty a jilové frakce v padé.

Podil Tl ve form¢& vyménné frakce byl v obou profilech nizky (0,1-0,5 % z celkového
obsahu TI). V lu¢nim profilu byl ale zjistén nepatrny rozdil v porovnani s lesnim profilem,
atove vysSim podilovém zastoupeni vyménného Tl Vv organickém horizontu,
které se s hloubkou snizovalo. To miize byt potencialné zpisobeno vlivem organickych latek
jako jsou fulvokyseliny, huminové kyseliny ¢i napiiklad kyselina $tavelova, které dokazou
zvysit zvétravani mineralll predev§im v zavislosti na klesajicim pH (Huang & Keller 1972;
Drever & Stillings 1997; Wang et al. 2005; Lazo et al. 2017). Vyznamn¢ pusobi na kiemicitany
(zejména slidy, zivce ¢i jilové mineraly), z nichz uvolnéné T1 se pravdépodobné navaze slabou
vazbou na organickou hmotu (Drever & Stillings 1997; Jacobson et al. 2005). Vyménna TI
frakce predstavuje nejvetsi riziko ze tii labilnich forem ur¢enych BCR extraket, jelikoZ vlivem
organickych kyselin s nizkou molekulovou hmotnosti miize dojit k uvolnéni toxického TI
do prostiedi (Ettler et al. 2009).

Redukovatelna frakce zahrnuje Tl vazané na Fe a Mn-oxidy (Liu et al. 2016). Vysledky
oxalatem extrahovatelného Fe a Mn, které maji stejny rostouci trend do hloubky lesniho profilu
jako podilové zastoupeni T1 (5-9 % z celkového obsahu TI) v redukovatelné frakci, poukazuji
na vazbu Tl s Fe a Mn (hydr)oxidy (R?=0,9). Rostouci trend do hloubky by mohl spo¢ivat
ve vzniku téchto oxidl jako sekundarnich minerald pii TI-As-Fe sulfidické mineralizaci
(Voegelin et al. 2015). V lu¢nim profilu nebyla vyznamna korelace mezi témito proménnymi
zjisténa. Hodnoty redukovatelné Tl frakce (8-9 %), stejné jako Feox @ Mnox, byly v celém
pudnim profilu louky relativné konstatni.

Oxidovatelna frakce T1 je pravdépodobné dle klesajiciho trendu podilového zastoupeni
této frakce v jednotlivych horizontech vdzand na organickou hmotu (Liu et al. 2018).
Lze tak usuzovat na zakladé obsahu celkového TC, ktery se s hloubkou sniZzoval. Celkovy
obsah TC lze povaZzovat za proménnou udavajici vysoky obsah organické hmoty v pud¢,
ato vzhledem k hodnotdm celkového anorganického uhliku, které nabyvaly <0,1 hm.%
(tedy mensi, nez je stanovena hodnota meze detekce). Odhad obsahu organické hmoty
Vv pudnich agregatech také prokazal zna¢ny podil, ktery se do hloubky snizoval. Hodnoty byly
ale vyssi i v mineralnich horizontech, a tak zde mohlo dojit k lehkému zkresleni v pribéhu
stanoveni. Salehi et al. (2011) uvadi, Ze i pfi teplotach zihani 300 °C je mozny tnik vlhkosti
vazané v jilovych minerdlech. Piedpokladd se, Zze kovové zneciStujici latky spojené
s oxidovatelnymi fazemi zlstanou v pudé delsi dobu, ale mohou byt mobilizovany procesy
rozkladu (Kennedy et al. 1997). Nizké hodnoty zastoupeni T1 v oxidovatelné frakci (louka ~2-
3 %, les ~2-5 %) vSak nasvédcuji jiz zminéné slabé komplexaci Tl s organickymi ligandy.
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Pfesto je mozné pozorovat mirny rozdil mezi pidnimi profily v organickych horizontech,
kde bylo podilové zastoupeni oxidovatelné Tl frakce Vlesnim profilu vyssi (5 %).
V souvislosti s tim, vykazoval horizont Oe také vyssi hodnotu CEC v porovnani s lu¢nim
profilem, coz nasvédCuje vétSimu podilu organické hmoty, ktery je sem dodavan vyraznym
opadem stromil. Oxidovatelna TI frakce by také mohla predstavovat Tl navazané na sulfidy,
které jsou dominantnimi nositeli T v pudach (Kazantzis 2000; Lis et al. 2003). Herrmann et al.
(2018) v zajmové lokalité prokazali pyrit, jehoz alterace je pravdépodobné pivodnim zdrojem
Tl ve studované lokalit¢ Erzmatt. Nase analyzy pomoci XRD ale sulfidické mineraly
neprokazaly.

I prestoze se Tl ve studovanych ptdach jevi jako znacné stabilni a ptedstavujici nizké
riziko pro zivotni prostiedi, koncentrace Tl v labilnich formach nelze oznacit za zanedbatelné.
Podle Muhlbachova et al. (2015) je toxicita kovu charakterizovana jejich biologickou
dostupnosti, ktera je dana predevsim snadno vyluhovatelnou a iontové vyménnou frakci
dostupnou pro absorpci pudnimi organismy. Obsah Tl vazaného ve formé vyménné frakce
stanovené NH4NO3 byl v luénim profilu v rozmezi 30-36 mg kg, v lesnim profilu to bylo 5-
25 mg kg, zatimco pozad’ova hodnota v ptidach byla prokazana nizsi <1 mg Tl kg, Vyménna
Tl frakce (dle BCR extrakce) byla v pidé zastoupena obsahem Tl v rozmezi 0,5-2,2 mg kg
pro luéni profil, lesni profil obsahoval 0,2-1,6 mg Tl kg Snadn&jsi degradaci mohou
také podlehnout malo krystalické a amorfni Fe/Mn oxidy, které jsou Castym nositelem TI
Vv ptidé. V redukovatelné formé bylo obsazeno Vv luénim profilu 20-58 mg kg, v lesnim profilu
bylo redukovatelného Tl 5-50 mg kg™. Studie (Tremel et al. 1997b; Al-Najar et al. 2005;
Pavlickova et al. 2006) navic prokazaly, ze pudy obsahujici litogenni T1, které maji nizky sklon
K uvoliiovani T1, mohou mit vyznamné dopady v zemédélsky vyuzivanych ptadach. Autofi
zaznamenali mobilizaci T1 v rhizosféfe rostlin, které ptisobily na relativné stabilni, nerozpustné
silikaty, sulfidy ¢i oxidy obohacené TI.

Dle nasSich vysledkt lze fici, ze vyuziti pudy ovliviiuje chemismus T1 v zdjmové lokalité
jen cCastecné. Rozdily mezi luénim a lesnim profilem jsou vzdy sledovany v organickych
horizontech Oe, kde je nejvétSim faktorem z hlediska hospodaiského vyuziti pravdépodobné
rostlinny pokryv. Ten dodava do piidy znacné mnoZstvi organické hmoty, pficemz v lesni pudé
dle TC, CEC a oxidovatelné T1 frakce je v hornim horizontu Oe a Ah organické hmoty nepatrné
vice, coz zpusobuje 1 vyssi zastoupeni T1 v oxidovatelné frakci. To je v souladu s Andersen
et al. (2004), podle kterého rizné druhy stromt ovliviiuji vlastnosti ptdy, jako je pH a obsah
organickych latek zejména v hornich vrstvach pidy, avSak nemaji vliv na hlubsi pidni
horizonty. I pfestoze fada strom ma zna¢ny vliv snizovat pH pldy, v nasem ptipadé¢ je pH
lesni piidy ovlivnéno spise geologickym podlozim. SniZzeny obsah Tl je v organickém horizontu
lesni pady zptsoben s nejvetsi pravdépodobnosti litofilnim charakterem TI, a tak jej bukové
porosty jsou schopny piijimat do svych kofenti podobné jako alkalické kovy. Chemismus T1
je v lesni pidé ovlivnén prevazné mineralogickym slozenim, které zde zvysuje pH a ma vliv
na zna¢nou imobilizaci Tl do struktur stabilnich primarnich minerali jako jsou K-zivce,
muskovit a sekundarni illit-smektit

Vzhledem k tomu, Ze podle Drabek et al. (2007) byly zdokumentovany vyssi hodnoty pH
pod travnim porostem ve srovnani s pfilehlymi lesnimi pidami, nelze fici, Ze chemismus TI
V lu¢nim profilu miize byt z ¢asti ovlivnén lokalni vegetaci, a tudiz vyuzitim piidy. Slozeni ptidy
zpusobuje slabé kyselé pH, které ptisobi snadnéj$i uvolitovani T1 do prosttedi, coz vysvétluje

50



nepatrné vyssi obsah Tl v luénim profilu, ktery se diky snadnéjs$i pohyblivosti do hloubky
zvysuje.

6.2 Diverzita a sloZeni prokaryotického spolecenstva v pudé
kontaminované TI

Vyznamny rozdil mezi diverzitou prokaryotického spolecenstva lucniho a lesniho
pudniho profilu nebyl prokdzan. Vyraznd odlisSnost v diverzit¢ nebyla zjiSténa
ani mezi jednotlivymi horizonty daného pidniho profilu. Nas vysledek podporuje zavér studii
Gelsomino a Azzellino (2011) ¢i Girvan et al. (2003), kteti uvadi vliv vyuziti ptdy na strukturu
mikrobidlniho spolecCenstva az jako sekundarni Cinitel, pficemz jsou ale dle autorti vyznamné;jsi
fyzikéalné-chemické faktory pudniho prostiedi. Jako jeden znejvyznamnéjSich parametri
ovliviiujici mikrobialni spoleCenstvo je uvadéno pH puady (Fierer & Jackson 2006),
které se v obou nami studovanych lokalitach zvySovalo s hloubkou, ale ani v tomto sméru
nebyl rarefakénimi kiivkami prokazan trend ve zméné diverzity. Dale mize byt diverzita
spoleCenstva ovlivnéna napiiklad plsobenim stresu prostfednictvim znecistujicich latek.
Naptiklad Liu et al. (2020) ¢i Sheik et al. (2012) prokazali ve své studii pokles rozmanitosti
mikroorganismu s gradientem rizikovych prvka (As, Cr ¢i Cd). V nasem piipadé vSak nelze
pozorovat ptimy vliv Tl na diverzitu mikroorganismui v jednotlivych horizontech, jelikoz zde
neni trend s vyvojem obsahu Tl v pidnim profilu.

Analyza provedend za ucelem zjisténi vlivu celkového obsahu Tl a jednotlivych
geochemickych Tl frakei na sloZzeni prokaryotického spolecenstva neprokazala jakykoliv trend,
ktery by nasvédcoval vztahu mezi variabilitou mikrobidlni komunity v jednotlivych agregatech
a obsahem Tl vdanych pldnich horizontech. Nebyla prokazana zavislost struktury
spoleCenstva ani na dalSich fyzikalné-chemickych charakteristikach jako jsou naptiklad padni
pH, obsah organické hmoty v piid€, obsah oxaldtem extrahovatelného Fe ¢i Mn. Vysledek je
v rozporu se studiemi Rasool a Xiao (2018), Liu et al. (2019a), Rasool et al. (2020) a Wang et
al. (2020), ktefi prokazali vliv obsahu celkového TI, Tl frakci a geochemickych parametrii na
formovani mikrobialniho spolecenstva. Tento rozdil je pravdépodobné zpisoben stanovenim
ze smésnych vzorkd pld, zatimco na§ experiment zahrnoval stanoveni spolecenstva
Z jednotlivych ptdnich agregati. Ve vsSech pldnich horizontech byla mezi jednotlivymi
pudnimi agregaty prokazana zna¢na variabilita prokaryotického slozeni, ktera pravdépodobné
prekryla statisticky vyznamné rozdily mezi pidnimi horizonty, ale i mezi pidami rizného
hospodaiského vyuziti. Toto je v souladu s Carson et al. (2010), Blaud et al. (2014) a Simek
et al. (2019). Autofi oznacuji pudni agregaty jako unikatni mikroprostfedi, ktera jsou specificka
fyzikalné-chemickymi podminkami odlisnymi od vnéjsiho prostfedi. Takovéto jedinecné
podminky mikroprostiedi pfispivaji K heterogenité ve slozeni a struktuie mikrobialnich
komunit v malych prostorovych méfitcich. Studie Davinic et al. (2012) prokazali riizné
bakterialni komunity v pidnich agregatech v zavislosti na jejich velikosti. To potvrzuji Upton
et al. (2019), kteti také prokazali strukturu mikrobialniho spolecenstva zavislou na velikosti
pudnich agregatt.
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Slozeni prokaryotického spolecenstva v pud¢ predstavuje citlivé métitko zdravi pady
(Hartmann et al. 2014). Ackoli byla prokazana zna¢na variabilita slozeni OTU v jednotlivych
agregatech, bylo zjisténo jisté prekryti ve sdilenych taxonech mezi horizonty daného ptidniho
profilu i mezi obéma lokalitami. Taxonomické zafazeni ur¢ilo shodné v obou ptdnich profilech
10 dominantnich bakteridlnich kment. Byly to kmeny Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes, Firmicutes a Rokubacteria (vyjmenované v pfesném porfadi od nejvice
po méné zastoupené). Témér vSechny tyto kmeny se dle studie Delgado-Baquerizo et al. (2018)
fadi mezi celosvétové nejzastoupengjsi, pouze kmen Rokubacteria je ve jmenované studii
zaménén za kmen Armatimonadetes. Nase vysledky se vSak lisi v potfadi nejéastéjsiho
zastoupeni. Janssen (2006) taktéz ve své studii nekontaminovanych vzorki piady potvrzuje
nami prokdzané kmeny jako dominantni v plidnim prostiedi. Vyznamné bakteridlni kmeny
se v nasi studii nelisi od spolecenstev zjisténych v nekontaminovanych vzorcich pudy (Janssen
2006; Delgado-Baquerizo et al. 2018), nékteré kmeny ale maji rozdilny relativni podil
zastoupeni. V nekontaminovanych vzorcich zaujimaji kmeny Proteobacteria ~37 %,
Actinobacteria ~ 25-30 %, Acidobacteria 13 % a zbylé kmeny Verrucomicrobia, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes a Firmicutes jsou zastoupeny ze 2-7 %.
V nasem experimentu je podilové zastoupeni kmenti Proteobacteria a Actinobacteria nepatrné
nizs$i, a to v dusledku markantné vyssiho podilu zastoupeni kmene Verrucomicrobia (14-24 %
z celkového podilu kmenti).

Podobné slozeni mikrobialniho spolecenstva jako v nasi studii bylo prokazano i Rasool
et al. (2020), kteti se zabyvali mikrobialnim spolecenstvem v sedimentech kontaminovanych
TI. Celkem ~95 % ze stanovenych 16S rRNA sekvenci bylo taktéz zafazeno
do 10 dominantnich bakterialnich kmenti, coz je v souladu s nasimi vysledky. Dominantnimi
kmeny byly Proteobacteria, Actinobacteria Acidobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Chloroflexi, Planctomycetes, Chlorobi, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia. V porovnani
s nasimi vysledky se zde slozeni lisilo pouze kmenem Chlorobi, ktery je v nasi studii nahrazen
kmenem Rokubacteria. Co se ty¢e poradi dle zastoupeni ve spoleCenstvu, je mezi studiemi
rozdil zejména v kmenu Verrucomicrobia. Zatimco ve studii Rasool et al. (2020) je kmen
Verrucomicrobia nejméné zastoupeny z 10 zminovanych dominantnich kment, v nasi studii
se jedna o druhy nejhojnéji zastoupeny kmen. Nizky podil kmene Verrucomicrobia je
podle Bergmann et al. (2011) v fadé studii pfic¢itano pouZzitym primerum, jelikoZ nékteré b&ézné
pouzivané primery dle téchto autord mohou b&hem amplifikace vylouéit variantu genu
pro 16S rRNA typickou pro Verrucomicrobia. Bergmann et al. (2011) prokazali ve své studii,
ze prumérné 23 % bakterialnich sekvenci nalezelo zastupciim kmene Verrucomicrobia a byly
zjistény v celkem 180 vzorcich ptudy ze 181 testovanych. Toto je v souladu s nasimi vysledky,
které prokazaly v obou pudnich profilech 14-24% podil zastoupeni kmene Verrucomicrobia.
Dale autofi (Bergmann et al. 2011) uvad¢ji, ze se hojnéji Verrucomicrobia vyskytovaly
Vv pudach s travnatym porostem v porovnani s pidami jiného vyuziti. To se v nasem
experimentu nepotvrdilo.

Ze studie Rasool a Xiao (2018) vsak vyplyva, ze v prostiedi kontaminovaném T| byla
prokazana negativni korelace zastupct Verrucomicrobia s vyssim obsahem TIl. Podobnym
vysledkum dospéli Berg et al. (2012) a Azarbad et al. (2015), ktefi zjistili negativni korelaci
kmene Verrucomicrobia se zvySujicim se obsahem kovového znecisténi (Pb, Zn, Cd, Cu).
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Tomuto tvrzeni by mohlo odpovidat v nasi studii mirné zvyseni procentualniho zastoupeni
v horizontech s niz§im obsahem ,labilnich® frakci Tl. Obecné zde byl ale podil zastupct
Verrucomicrobia velmi vysoky, ktery spiSe potvrzuje souvislost s neprokazanym vlivem TI
na variabilitu spoleCenstva ¢i adaptaci téchto padnich mikroorganismu na dlouhodobé ucinky
kovového zatizeni ptid (Chander & Joergensen 2008).

I ptestoze vysledky neukazaly statisticky vyznamny vztah mezi obsahem TI a sloZenim
mikrobialniho spolecenstva, byla v obou pidnich profilech prokazana dominantni pfitomnost
taxond, u kterych byla v minulosti zaznamenana tolerance vici rizikovym prvkiim (kovim).

Dominance kmene Proteobacteria je v souladu s Nies et al. (2000) a Wang et al. (2020)
ktefi prokazali, ze vétSina bakterii zijicich v extrémné kovy zneCisténé piadé nalezi
pravé do tohoto kmene. Nekteré studie prokazaly zastupce kment — Acidobacteria,
Actinobacteria, Chloroflexi, Proteobacteria, Gemmatimonadetes jako dominujici v pidach
kontaminovanych rizikovymi prvky, a to v duasledku vlastni ¢i ziskané tolerance anebo
rezistence vici toxickym kovim (Gu et al. 2017; Chen et al. 2018; Beattie et al. 2018; Liu et
al. 2019a; Rasool et al. 2020).

Celed’ Xanthobacteraceae nalezejici do t¥idy Rhizobiales piedstavovala vice nez 20 %
z kmene Proteobacteria. Takto vysoké =zastoupeni by mohlo znamenat souvislost
mezi Rhizobiales a biogeochemickymi procesy s T, kterou uvadi Wang et al. (2020).

Zajimavym vysledkem je hojné zastoupeni kmene Actinobacteria (10-16 %) v obou
prvky jako jsou Pb, Zn a Cr. Porovname-li v8ak horizonty obsahujici méné TI s horizonty
s vyraznym nartstem obsahu TI, nebyl zde zjistén vyrazny pokles v zastoupeni této skupiny
mikroorganismi podél gradientu obsahu TI. Naopak v lesnim profilu se podil zastoupeni ¢eledi
Gaiellaceae pattici do kmene Actinobacteria mirn¢ zvySoval do hloubky stejné jako obsah
labilnich frakci T1. Toto je v souladu s fadou studii (napf. Li et al. 2015; Madrova et al. 2018),
které prokazaly odolnost tohoto kmene vici kontaminaci stopovymi (rizikovymi) prvky
a zaroven zvySeni zastoupeni V pudach se zvySenym obsahem kontaminace. Epelde et al.
(2015) taktéz potvrzuji moznou toleranci kovového zatizeni pudy nékterymi zastupci kmene
Actinobacteria. Konkrétné byl v této studii prokazan zvysujici se trend zastoupeni tiidy
Thermoleophilia (zahrnujici ¢eled” Gaiellaceae) se zvysujicim se znecisténim stopovymi prvky
(Cd, Pb, Zn). Vysledky taxonomického rozboru ukazaly, ze zastupce tohoto kmene, rod
Gaiella, byl ¢tvrtym nejvice se  vyskytujicim rodem ve spoleCenstvu ze vSech
zde klasifikovanych bakterialnich a archaealnich rodu. Toto pravdépodobné souvisi
s vysledkem studie Rasool et al. (2020), kteti prokazali v sedimentech obohacenych TI
piitomnost rodu Gaiella schopného tolerance vysoce toxickych kovovych prvkd.

Vysledky dale ukazaly markantni zastoupeni c¢eledi Subgroup 6 fa predstavujici vice
nez 40 % kmene Acidobacteria, a to v obou pudnich profilech. Zajimavym vysledkem je,
ze tato Celed’ dosahla svého maxima v lu¢nim profilu v horizontu Bw v hloubce 15-20 cm,
ktery vykazoval nejvyssi obsah T1 v labilnich frakcich (71 mg kg™) a celkové podil zastoupeni
Subgroup 6_fa v horizontech kopiroval obsah Tl v lu¢nich horizontech. V lesnim profilu v§ak
tento trend pozorovan nebyl, coz lze pravdé€podobné pficist nepatrn€ vyS$si variabilité
mikrobidlnich spolecenstev jednotlivych pidnich agregati ¢i neutrdlnimu pH, pii kterém je
mobilita kovu jako je Pb, Cd ¢i Zn obecné nizsi (Sterckeman et al. 2000). Rod Subgroup 6
nalezejici do stejnojmenné celedi byl prokazan jako druhy nejhojnéji zastoupeny V celém
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prokaryotickém spolecenstvu obou pudnich profilti. Zastupci Subgroup 6 jsou nejhojnéji
zastoupenym nizS§im taxonem kmene Acidobacteria v pidach obecné, zejména Vv pudach
s travnatym porostem (Janssen 2006; Naether et al. 2012). Dominance v naSem experimentu
muze ale souviset i s rezistenci této skupiny viué¢i kovovému znecisténi a obecné se schopnosti
kmene Acidobacteria odolavat extrémnim podminkam prostiedi. Ve studii Barns et al. (2007)
byla tato skupina bakterii nalezena v lokalit¢ kontaminované uranem, coz nasvédcovalo vysoké
odolnosti vi¢i kontaminaci kovi. Tento vysledek se shoduje také se studii Yin et al. (2015),
kteti v lokalité znecisténé fadou kovi (napt. Hg, Pb, Cd, Cr) prokazali vyznamny vyskyt
Acidobacteria GP6 (predstavujici ~30 % kmene Acidobacteria) odpovidajici toleranci
zvySenym koncentracim toxickych prvka.

Rod KD4-96 (kmen Chloroflexi) byl v obou ptdnich profilech prokazan jako jeden z péti
dominantnich rodt vyskytujicich se ve studovanych lokalitach. Dle grafu taxonomie na Grovni
rodu se jeho procentualni zastoupeni mirné zvySovalo v horizontech, kde byl zjistén vyssi obsah
TI. To by mohlo napovidat adaptaci tohoto rodu na piitomnost toxického stopového prvku,
kterou zaznamenali Liu et al. (2020), a jejichz studie prokazala vyznamnou pozitivni korelaci
rodu KD4-96 s DTPA extrahovatelnym Cd. Toto je v souladu i s Azarbad et al. (2015),
kteti zaznamenali ve své studii zvySeny podil kmene Chloroflexi zvySujici se spole¢né
s rostoucim podilem znecisténi pudy kovy jako je Zn, Pb, Cd, Cu. Podle autori jsou zastupci
kmene Chloroflexi schopni adaptace na extrémné znecisténé pudni prostiedi.

Liu etal. (2019a) prokazali ve své studii citlivost kmene Firmicutes na zvysujici se obsah
Tl v prostiedi. To je v rozporu s nasimi vysledky. V obou studovanych ptadnich profilech byl
zjistén rust podilu zastoupeni kmene Firmicutes do hloubky, a to zejména v lesnim pidnim
profilu. V lu¢nim profilu byl narist kolisavy stejné jako obsah Tl v jednotlivych horizontech.
Podil zastoupeni kmene Firmicutes m¢l podobny trend jako suma obsahu labilnich TI forem
Vv jednotlivych horizontech, coz by mohlo potvrdit vysledky nékolika studii (Ellis et al. 2003;
Yin et al. 2015), které ukazaly toleranci zastupcti této skupiny bakterii vic¢i pfitomnosti
rizikovych prvka (napt. Cu, Hg, Pb, Zn) v pude.

Jak z vysledkd vyplyva, nebylo prokazano vyrazné odlisné sloZeni prokaryotického
spolecenstva mezi luénim a lesnim plidnim profilem. V obou lokalitach byly zjist€ny shodné
dominantni bakterialni kmeny, a stejné tak byla prokazana zna¢n¢ podobné dominance taxont
na niz8i hierarchické urovni. Nepatrné rozdily byly zjistény mezi jednotlivymi horizonty
danych ptidnich profilt, ale dle permuta¢ni analyzy zde nebyla prokazana statisticky vyznamna
korelace slozeni mikrobialniho spolecenstva s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pudy
a rozdily neodpovidaly ani gradientu hloubky ptidniho profilu. Navzdory tomu prokazal rozbor
taxonomického uspofadani prokaryotického spoleCenstva v naSi studii nékteré druhy
mikroorganismu, které jsou spojovany s toleranci zatizeni pidy rizikovymi prvky (kovy
ev. metaloidy). Ackoli byla prokazana v zajmové lokalité nizka mobilita Tl dana zna¢nym
podilem TI v rezidualni frakci, zda se, Zze i presto muze byt zjistén vztah mezi celkovym
obsahem TI, rezidualni TI frakci a mikroorganismy (Liu et al. 2019a). V naSem experimentu
se toto nepotvrdilo, a to patrné kvili zna¢né variabilit¢ slozeni prokaryot mezi jednotlivymi
pudnimi agregaty danych horizontl v obou ptidnich profilech.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat prokaryotickd spoleCenstva zijici
v pudéch s riznym hospodaiskym vyuzitim zatizenych T1. Studovan byl také vliv rozdilného
vyuziti ptidy na chemismus TI, a s tim spojené potencialni riziko pro Zivotni prostredi.

Predpoklad vlivu vyuziti pidy na chemismus T1 a sloZeni ptdni bioty se nepotvrdil. Nebyl
zjistén signifikantni rozdil v celkovém obsahu TI mezi obéma ptidnimi profily. BCR sekvencni
extrakce taktéz neprokazala statisticky vyznamny rozdil mezi lu¢nim a lesnim profilem v rdmci
jednotlivych chemickych frakcich TI. V ramci (celkovych) ptidnich profild byl dan chemismus
Tl zejména shodnym geologickym podlozim a mineralogickym sloZzenim studovanych ptd.
Vysledky prokazaly vysokou geochemickou stabilitu TI, ktera byla dana ~90% vazbou TI
narezidualni frakci. Pouze malé procento Tl bylo ve formé¢ ,labilnich® frakei,
Z ¢ehoz vyplynulo nizké riziko dopadu na zivotni prostfedi. Druhd ¢ast hypotézy,
ktera ptedpokladala vliv vyuziti ptidy na sloZeni pidni bioty (mikrobiélni) se taktéz nepotvrdila.
V obou pldnich profilech byly prokdzany shodné dominantni bakteridlni kmeny i taxony
na nizsi hierarchické trovni. To podpofila i analyza diverzity mikrobialnich spoleCenstev,
ktera nebyla statisticky vyznamné rozdilnd mezi studovanymi plidnimi profily.

Hypotéza predpokladajici odliSnou pidni biotu v pudé zatizené Tl a v pude
nekontaminované se nepotvrdila. V obou ptidnich profilech bylo vice nez 95 % prokaryotickych
sekvenci 16S rRNA zatfazeno do dominantnich bakteridlnich kment, které jsou studiemi
prokazany jako vSudypfitomné a celosvétové nejvice zastoupené prokaryotické kmeny.
Stejné tak byly mezi dominantnimi prokaryotickymi rody prokazany bakterie, které byly
zjistény studiemi v nekontaminovanych pidach jako dominantni. Vyznamny rozdil ve sloZeni
prokaryot se neprokazal, avSak ¢aste¢né byla pozorovana odli$nost vV pomérech procentualniho
zastoupeni kmene Verrucomicrobia.

Kombinace vysledkt geochemickych vlastnosti pidy a mikrobiologickych charakteristik
obou pudnich profild nepotvrdily zavislost variability mikrobialniho spolecenstva
mezi pudnimi agregaty na koncentraci Tl v pidé. Prokaryotické spolecenstvo nebylo ovlivnéno
ani fyzikalné-chemickymi parametry pudy. Statisticka analyza ukazala vyznamnou variabilitu
spolecenstva mezi jednotlivymi pidnimi agregaty danych pldnich horizontd, ale i vV ramci
celého profilu. Tato variabilita pravdépodobné zastinila mozny vliv Tl a jinych vlastnosti pudy
na druhovou rozmanitost a slozeni prokaryot.

Navzdory podobnosti slozeni prokaryotického spolecenstva s nekontaminovanymi
pudami, byla zjisténa dominance nami zjiSténych bakteridlnich kmend i1 ve studiich
mikrobialniho spoleCenstva Vv padé znecisténé TI. 1 pfes zavéry vyvracujici vliv TI
na prokaryota byla taxonomickym rozborem a porovnanim s dfive provedenymi studiemi
zjiSténa piitomnost bakteridlnich taxonti, které¢ byly spojeny se schopnosti adaptace
na znecisténé pidni prostiedi rizikovymi prvky (v¢. Tl). To by bylo ale potieba potvrdit dalsimi
mikrobiologickymi metodami zahrnujici naptiklad stanoveni genil rezistence vici Tl. Analyzy
vlastnosti prokaryotického spoleCenstva, které presnéji souviseji s toxicitou Tl by patrné
prekryly velkou variabilitu taxonomického slozeni, takze by se hledané rozdily prokazaly.
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12 Seznam pouzitych zkratek a symboli
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Cr chrom
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Tlee celkovy obsah Tl stanoveny z plidniho agregatu

Tlex mobilizovatelnd/vyménna Tl frakce stanovena 1 M NH4NOs3

Tlox oxalatem extrahovatelné TI

Thot celkovy obsah Tl v daném pladnim horizont stanoveny ze vzorkl
homogenizované pidy

TS celkovy obsah siry

Zn zinek
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13 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Hmotnost pidnich agregath pro analyzu rozkladu vzorkti a stanoveni organické hmoty ztratou
zihanim, podil organické hmoty a celkovy obsah Tl v ptidnich agregatech lucniho pidniho profilu

Hloubka Hmotnost Podil Hmotnost

Pidni odbéru  Cislo Opakova- agregatu organické agregatu Tleeix

horizont vzorku vzorku nivzorku th)rl;iigu hmoty  prorozklad [mg.kg?]

[cm] Fihdnim [g] [%0] vzorkii [g]
1-0 2 a 0,1965 16,0305 0,1921 1065,8575
1-0 2 b 0,1513 14,2102 0,1814 953,8785
Oe 1-0 2 c 0,118 14,6610 0,302 977,1267
1-0 2 d 0,1167 13,3676 0,1323 1109,4744
1-0 2 e 0,2755 14,8820 0,2633 989,9628
0-5 3 a 0,168 13,2738 0,1439 1100,1386
0-5 3 b 0,1163 14,3594 0,1118 1117,2921
Ah 0-5 3 c 0,121 13,2231 0,134 1059,6437
0-5 3 d 0,1472 13,5190 0,1076 1089,7225
0-5 3 e 0,187 12,5668 0,156 1080,7153
5-10 4 a 0,1353 10,7908 0,1487 1127,5955
5-10 4 b 0,1002 11,8762 0,1228 1113,1379
Bw 5-10 4 c 0,1718 12,2235 0,1946 1138,0872
5-10 4 d 0,141 12,6950 0,124 1137,0467
5-10 4 e 0,1452 13,2920 0,1282 1177,3559
10-15 5 a 0,1464 10,6557 0,1105 1152,9644
10-15 5 b 0,1458 11,1797 0,1232 1092,4217
Bw 10-15 5 c 0,1298 11,2481 0,1253 1139,5785
10-15 5 d 0,1133 9,9735 0,1506 1167,7199
10-15 5 e 0,1224 11,0294 0,1244 1163,9490
15-20 6 a 0,1578 10,1394 0,1314 1136,3842
15-20 6 b 0,1147 8,8928 0,1833 1274,2745
Bw 15-20 6 c 0,1622 10,6042 0,1286 1146,2374
15-20 6 d 0,1242 11,7552 0,1374 1145,6130
15-20 6 e 0,1456 10,5769 0,1631 1120,4549
20-25 7 a 0,1759 8,9824 0,1341 1179,2920
20-25 7 b 0,1034 8,1238 0,152 1173,3868
Bw 20-25 7 c 0,1211 9,0834 0,1559 1224,2373
20-25 7 d 0,1251 8,5532 0,1326 1138,5070
20-25 7 e 0,1456 9,1346 0,2252 1177,6220
>25 8 a 0,1201 9,4921 0,1376 1226,1183
>25 8 b 0,1197 10,8605 0,1433 1211,4316
C >25 8 c 0,1052 9,0304 0,1775 1228,4160
>25 8 d 0,1565 10,6070 0,1341 1281,5652
>25 8 e 0,1007 10,7249 0,1339 1309,3181




Ptiloha 2: Hmotnost piidnich agregatti pro analyzu rozkladu vzorkt a stanoveni organické hmoty ztratou
zihanim, podil organické hmoty a celkovy obsah Tl v pidnich agregatech lesniho pidniho profilu

Hloubka Hmotn,ost Podil Hmotn’ost
Pidni odbéru Cislo Opakovi- ag;;g;tu organické aglbergoatu Tleeik
horizont vzorku vzorku nivzorku . .. hngoty rozklad [mg.kg]
[cm] sihnim[g] L vzorki [g]
1-0 9 a 0,1087 32,6587 0,1112 827,6028
1-0 9 b 0,0988 30,3644 0,2319  796,2063
Oe 1-0 9 c 0,2056 15,4183 0,196 827,7414
1-0 9 d 0,1264 13,7658 0,5638 490,1846
1-0 9 e 0,1924 16,3202  0,1547 959,8299
0-5 10 a 0,1328 13,0271 0,1403 852,9511
Ah 0-5 10 c 0,1166 15,9527 0,1165 875,7219
0-5 10 d 0,1588 15,6089 0,1235 867,7664
0-5 10 e 0,1343 13,4761 0,1438 842,5218
5-10 11 a 0,0986 15,4877 0,1498 838,0469
5-10 11 b 0,1141 9,9391 0,1313  868,9549
Bw 5-10 11 c 0,1377 9,6407 0,1177 866,9117
5-10 11 d 0,117 9,8765 0,1372  864,3439
5-10 11 e 0,1066 9,5726 0,1021 901,6358
10-15 12 a 0,1174 9,7561 0,1279  903,9817
10-15 12 b 0,1103 9,2845 0,1383  884,3237
Bw 10-15 12 c 0,1136 17,4343 0,2011 887,5127
10-15 12 d 0,1154 9,4190 0,144 927,0571
10-15 12 e 0,1263 17,7123 0,1337 892,2063
15-20 13 a 0,1274 9,1053 0,2059  866,6046
15-20 13 b 0,1323 9,2622 0,1074  1002,957
Bw 15-20 13 C 0,1479 8,6168 0,1123  968,1696
15-20 13 d 0,1568 8,5869 0,1075 970,5452
15-20 13 e 0,1214 9,0561 0,1038 961,7129
>20 14 a 0,1257 8,8138 0,1213 970,9238
>20 14 b 0,1025 8,0350 0,1226  1033,503
C >20 14 o 0,1554 8,5854 0,121 989,0591
>20 14 d 0,1466 8,1725 0,1676  975,3263
>20 14 e 0,1874 7,0259 0,1174  944,7398

Tleeik - celkovy obsah TI v pidnim agregatu



Ptiloha 3: Hmotnost pidnich agregatl z lu¢niho profilu uréenych pro extrakci DNA

Pudni F(I)I(;)Eg.l;a Cislo Opakovani HTOtI:IOSt
horizont vzorku vzorku pudniho
vzorku [cm] agregatu [g]
1-0 2 a 0,18
1-0 2 b 0,2
Oe 1-0 2 c 0,25
1-0 2 d 0,14
1-0 2 e 0,21
0-5 3 a 0,21
0-5 3 b 0,21
Ah 0-5 3 Cc 0,26
0-5 3 d 0,27
0-5 3 e 0,22
5-10 4 a 0,26
5-10 4 b 0,23
Bw 5-10 4 c 0,22
5-10 4 d 0,29
5-10 4 e 0,28
10-15 5 a 0,16
10-15 5 b 0,43
Bw 10-15 5 c 0,15
10-15 5 d 0,25
10-15 5 e 0,26
15-20 6 a 0,18
15-20 6 b 0,16
Bw 15-20 6 Cc 0,13
15-20 6 d 0,14
15-20 6 e 0,41
20-25 7 a 0,28
20-25 7 b 0,21
Bw 20-25 7 c 0,16
20-25 7 d 0,13
20-25 7 e 0,34
>25 8 a 0,17
>25 8 b 0,11
C >25 8 c 0,19
>25 8 d 0,18
>25 8 e 0,22




Ptiloha 4: Hmotnost ptidnich agregatt z lesniho profilu uréenych pro extrakci DNA

Pudni H IOUP ka Cislo Opakovani HrpOtr,]OSt
horizont odbéru vzorku vzorku pudfnho
vzorku [cm] agregatu [0]
1-0 9 a 0,26
1-0 9 b 0,14
Oe 1-0 9 c 0,16
1-0 9 d 0,22
1-0 9 e 0,13
0-5 10 a 0,34
0-5 10 b 0,22
Ah 0-5 10 c 0,40
0-5 10 d 0,38
0-5 10 e 0,43
5-10 11 a 0,26
5-10 11 b 0,26
Bw 5-10 11 c 0,25
5-10 11 d 0,16
5-10 11 e 0,17
10-15 12 a 0,13
10-15 12 b 0,29
Bw 10-15 12 c 0,25
10-15 12 d 0,21
10-15 12 e 0,32
15-20 13 a 0,15
15-20 13 b 0,13
Bw 15-20 13 c 0,14
15-20 13 d 0,12
15-20 13 e 0,16
>20 14 a 0,35
>20 14 b 0,27
C >20 14 C 0,28
>20 14 d 0,11
>20 14 e 0,38




Ptiloha 5: Vysledky méfeni celkové koncentrace T1, mobilizovatelné/vyménné Tl frakce (1 M NH4NO3)
a oxalatem extrahovatelné TI frakce v ptidnich horizontech

éislo Pudni T|t0t T|ex Tlex Tlox T|0x
vzorki  horizont  [mg.kg']? [mg.kg1]? [%6]2 [mg.kg™] [%0]2

Pudni profil — louka (M)

2 Oe 220 + 10 29,6 135 44,0 20,0
3 Ah 570 + 14 31,5 5,5 48,6 8,5
4 657 + 22 36,1 5,5 45,8 7,0
5 - 481+ 21 352 73 483 10,0
6 670 + 12 33,5 5,0 39,3 5.9
7 630 + 13 33.4 53 489 78
8 C 651 + 23 33,8 5,2 51,1 78
Puidni profil — les (F)
9 Oe 929+13 541 5.8 9,15 9,8
10 Ah 602 + 25 11,4 1.9 23,0 3.8
11 551+ 18 17,2 3,1 31,8 5,8
12 Bw 526 + 20 21,3 4,0 30,7 5,8
13 539+ 17 23,5 4.4 45,5 8.4
14 C 533422 24,8 47 31,7 5.9

Tlot - celkova koncentrace Tl (nejistota pro celkovy obsah Tl je uvedena jako 2 SD (n=3)
Tlex - mobilizovatelna/vyménna frakce Tl stanovena 1 M NHaNOs3, Tlox - oxalatem
extrahovatelné Tl

 priméry (n=3) s RSD <10 %



Ptiloha 6: Podilové zastoupeni opera¢né definovanych TI frakci stanovenych metodou modifikované
BCR sekven¢ni extrakce dle Rauret et al. (2000)

‘. ... Vyménna Redukovatelnad Oxidovatelna Rezidualni
Oznaceni  Pudni

vzorku  horizont frakce frakce frakce frakce
(%) (%) (%) (%)
Pudni profil - louka
2 Oe 0,5 9,1 3,4 87,0
3 Ah 0,4 8,6 2,6 88,4
4 0,3 8,9 2,5 88,3
5 0,1 7,9 2,2 89,8
6 Bw 0,2 8,2 22 89,4
7 0,2 8,2 2,0 89,6
8 C 0,2 8,0 2,1 89,7
Pudni profil - les
9 Oe 0,3 53 49 89,6
10 Ah 0,2 6,5 2,4 90,8
11 0,3 8,1 2,2 89,5
12 Bw 0,2 8,9 21 88,7
13 0,3 8,7 2,1 88,9
14 C 0,2 7,8 1,9 90,2

Data jsou priméry (n=3) s relativni smérodatnou odchylkou (RSD) <10 %

Ptiloha 7: Vystupy z programu Statistica 12 - post hoc test Kruskal-Wallisova testu/ ANOVY -
vicenasobné oboustranné porovnani p hodnot pro zjisténi shody x rozdilu mezi jednotlivymi
pudnimi horizonty (z hlediska zavisle proménné) ptidniho profilu louky

Statisticky vyznamny rozdil mezi horizonty byl prokdzan (Cervené zvyraznéné)

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Al [mg.kg?] |Al[mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =15,66095
p =0,0013
Oe Ah Bw C
R:4,2000 | R:12,800 | R:20,400 | R:27,400
Oe 1,000000 | 0,009404 | 0,002063
Ah 1,000000 0,827860 | 0,145620
Bw 0,009404 | 0,827860 1,000000
C 0,002063 | 0,145620 | 1,000000

Vi



Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
As [mg.kg?] |As[mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavislé (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =18,54095
p = 0,0003
Oe Ah Bw C
R:3,8000 | R:14,400 | R:19,200 | R:31,000
Oe 0,611520 | 0,015894 | 0,000162
Ah 0,611520 1,000000 | 0,062544
Bw 0,015894 | 1,000000 0,127631
C 0,000162 | 0,062544 | 0,127631
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Ca[mg.kg'] |[Ca[mg.kg™] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =10,01381
p =0,0185
Oe Ah Bw C
R:24,200 | R:28,600 | R:14,250 | R:16,200
Oe 1,000000 | 0,312793 | 1,000000
Ah 1,000000 0,030583 | 0,334211
Bw 0,312793 | 0,030583 1,000000
C 1,000000 | 0,334211 | 1,000000
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Fe [mg.kg?] |Fe[mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =16,91810
p =0,0007
Oe Ah Bw C
R:4,2000 | R:14,800 | R:19,200 | R:30,200
Oe 0,611520 | 0,020489 | 0,000361
Ah 0,611520 1,000000 | 0,104932
Bw 0,020489 | 1,000000 0,190769
C 0,000361 | 0,104932 | 0,190769
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Mg [mg.kg?] |Mg[mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) promeénnd : Horizont
Kruskal-Wallisuv test: H (3, N=35) =21,40810
p = 0,0001
Oe Ah Bw C
R:3,6000 | R:11,400 | R:19,850 | R:31,600
Oe 1,000000 | 0,009094 | 0,000093
Ah 1,000000 0,594553 | 0,010965
Bw 0,009094 | 0,594553 0,130962

Vil




Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Mg [mg.kg™] | Mg [mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavislé (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallisav test: H (3, N= 35) =21,40810
p =0,0001
Oe Ah Bw C
R:3,6000 | R:11,400 | R:19,850 | R:31,600
C 0,000093 | 0,010965 | 0,130962
Zavisla: Vicendsobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Podil organické |Podil organické hmoty [%] (Louka - agregaty)
hmoty [%] Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =20,17000
p = 0,0002
Oe Ah Bw C
R:32,400 | R:27,800 | R:13,550 | R:11,600
Oe 1,000000 | 0,001404 | 0,007978
Ah 1,000000 0,032483 | 0,074576
Bw 0,001404 | 0,032483 1,000000
C 0,007978 | 0,074576 | 1,000000
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Rb [mg.kg™?] |Rb[mg.kg™] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallistuv test: H (3, N=35) =11,99476
p =0,0074
Oe Ah Bw C
R:4,6000 | R:15,800 | R:20,150 | R:25,000
Oe 0,503717 | 0,014430 | 0,009871
Ah 0,503717 1,000000 | 0,934361
Bw 0,014430 | 1,000000 1,000000
C 0,009871 | 0,934361 | 1,000000
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Tleei Tleew [Mg.kg™] (Louka - agregaty)
[mg.kg™] Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=35) =25,01143
p = 0,0000
Oe Ah Bw C
R:4,2000 | R:7,6000 | R:20,500 R:32,200
Oe 1,000000 | 0,008793 0,000093
Ah 1,000000 0,070850 0,000883
Bw 0,008793 | 0,070850 0,134368
C 0,000093 | 0,000883 | 0,134368

VI




Statisticky vyznamny rozdil mezi horizonty nebyl prokdazdan

Zavisla: Vicendsobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Mn [mg.kg?] | Mn [mg.kg?] (Louka - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H ( 3, N=35) =6,608095
p = 0,0855
Oe Ah Bw C
R:14,400 | R:27,600 | R:17,950 | R:12,200
Oe 0,250018 | 1,000000 | 1,000000
Ah 0,250018 0,357806 | 0,104932
Bw 1,000000 | 0,357806 1,000000
C 1,000000 | 0,104932 | 1,000000

Piiloha 8: Vystupy z programu Statistica 12 - post hoc testy Kruskal-Wallisova testu/ANOVY
- vicenasobné oboustranné porovnani p hodnot pro zjisténi shody x rozdilu mezi jednotlivymi
pudnimi horizonty (z hlediska zavisle proménné) lesniho ptidniho profilu

Statisticky vyznamny rozdil mezi horizonty byl prokdzdn (Cervené zvyraznéné)

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Al [mg.kg?] |AIl[mg.kg?] (Les - agregity)
Nezavislé (grupovaci) proménnd: Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =17,91517
p = 0,0005
Oe Ah Bw C
R:4,2000 | R:8,2500 | R:17,200 | R:24,600
Oe 1,000000 | 0,018664 | 0,000911
Ah 1,000000 0,370659 | 0,025220
Bw 0,018664 | 0,370659 0,554277
C 0,000911 | 0,025220 | 0,554277
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
As [mg.kg'1] |As[mg.kg™] (Les - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna: Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =7,832644
p = 0,0496
Oe Ah Bw C
R:16,000 | R:4,0000 | R:16,733 | R:17,600
Oe 0,213897| 1,000000| 1,000000
Ah 0,213897 0,047235| 0,103588
Bw 1,000000| 0,047235 1,000000
C 1,000000| 0,103588| 1,000000




Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Ca[mg.kg?] [Ca[mg.kg?] (Les - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménna: Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =20,82851
p =0,0001
Oe Ah Bw C
R:27,000 | R:22,500 | R:12,133 | R:5,6000
Oe 1,000000| 0,004332| 0,000424
Ah 1,000000 0,182989| 0,018532
Bw 0,004332| 0,182989 0,823878
C 0,000424| 0,018532| 0,823878
Zavisla: Vicendsobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Mg [mg.kg?] | Mg [mg.kg™?] (Les - agregaty)
Nezavislé (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallistuv test: H (3, N=29) =10,48644
p =0,0149
Oe Ah Bw C
R:10,200 | R:10,000 | R:14,467 | R:25,400
Oe 1,000000| 1,000000| 0,028584
Ah 1,000000 1,000000| 0,042087
Bw 1,000000| 1,000000 0,077391
C 0,028584 | 0,042087| 0,077391
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Podil Podil organické hmoty [%]
organické Nezavisla (grupovaci) proménnd : Horizont
hmoty [%] Kruskal-Wallistv test: H ( 3, N=29) =21,64506
p =0,0001
Oe Ah Bw C
R:26,200 |R:23,500| R:12,533 | R:4,4000
Oe 1,000000| 0,011294| 0,000310
Ah 1,000000 0,132552| 0,004956
Bw 0,0112940,132552 0,386090
C 0,000310|0,004956 | 0,386090
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Rb [mg.kg?] |Rb[mg.kg?] (Les - agregaty)
Nezavislé (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =11,64575
p = 0,0087
Oe Ah Bw C
R:7,2000 | R:10,250 | R:15,733 | R:24,400
Oe 1,000000 | 0,313745 | 0,008420
Ah 1,000000 1,000000 | 0,079425
Bw 0,313745 | 1,000000 0,292306
C 0,008420 | 0,079425 | 0,292306




Zavisla:

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);

Tleew [Mg.kg™] | Tleeik [Mg.kg™] (Les - agregaty)
Nezavisla (grupovaci) proménnd : Horizont
Kruskal-Wallistuv test: H ( 3, N=29) =14,83103
p = 0,0020
Oe Ah Bw C
R:6,2000 | R:9,2500 | R:16,000 | R:25,400
Oe 1,000000 | 0,154960 | 0,002180
Ah 1,000000 0,953457 | 0,028151
Bw 0,154960 | 0,953457 0,195180
C 0,002180 | 0,028151 | 0,195180

Statisticky vyznamny rozdil mezi horizonty nebyl prokazan:

Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Fe [mg.kg?] |Fe[mg.kg?] (Les - agregaty)

Nezavisla (grupovaci) proménnd : Horizont

Kruskal-Wallistv test: H (3, N=29) =5,475862

p =0,1401

Oe Ah Bw C

R:13,600 | R:7,5000 | R:15,600 | R:20,600
Oe 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
Ah 1,000000 0,545596 | 0,130920
Bw 1,000000 | 0,545596 1,000000
C 1,000000 | 0,130920 | 1,000000
Zavisla: Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.);
Mn [mg.kg?] [Mn [mg.kg™?] (Les - agregaty)

Nezavisla (grupovaci) proménna : Horizont

Kruskal-Wallistuv test: H ( 3, N=29)

=3,557471

p =0,3134

Oe Ah Bw C
R:10,200 | R:11,250 | R:16,533 | R:18,200

Oe 1,000000 | 0,898549 | 0,824369
Ah 1,000000 1,000000 | 1,000000
Bw 0,898549 | 1,000000 1,000000
C 0,824369 | 1,000000 | 1,000000

Xl




Ptiloha 9: Mann-Whitneytv U test pro porovnani fyzikalné-chemickych hodnot obou padnich profild

Mann-Whitneytv U Test (w/ oprava na spojitost)
Dle proménné: Vyuziti pudy (Louka x Les)
Oznacené testy (Cerven¢) jsou vyznamné na hlading p < 0,05

N platn. N platn.
Louka Les

Proménna p-hodnota

Stanoveno z agregatii

Podil organické hmoty [%] 0,068656 35 29
Al [mg.kg?] 0,016369 35 29
As [mg.kg?] 0,000000 35 29
Ca [mg.kg™] 0,021100 35 29
Fe [mg.kg™] 0,000000 35 29
Mg [mg.kg™] 0,002634 35 29
Mn [mg.kg™] 0,000000 35 29
Rb [mg.kg™] 0,081901 35 29
Tl [mg.kg?] 0,000000 35 29
Stanoveno z homogenizované pudy

PHH20 0,018417 7 6
pPHkel 0,015159 7 6
Clay [%] 0,045501 7 6
CEC [cmol(+).kg!] 0,283978 21 18
TC [%] 0,533800 7 6
TS [%] 0,234266 7 6
Alox [9.kg™!] 0,003405 21 18
Feox [9.kg™] 0,005341 21 18
Mnox [9.kg™] 0,003405 21 18
Thot [mg.kg™] 0,297954 21 18
Tlex [mg.kg™] 0,003405 21 18
Tlox [mg.kg™] 0,026810 21 18
Vyménna Tl frakce [%] 1,000000 21 18
Redukovatelna Tl frakce [%] 0,253099 21 18
Oxidovatelna TI frakce [%] 0,321127 21 18
Rezidualni T1 frakce [%] 0,056590 21 18

Xl



Ptiloha 10: Vysledky statistické analyzy NMDS pro Iu¢ni padni profil

Fyzikalné-chemicky Korelaéni

ukazatel Dimenze 1 Dimenze 2 koeficient (r?) Pr(>r)

Podil organické hmoty 0,75105 -0,66024 0,00170 0,97460

PHH20 -0,13346 0,99105 0,01610 0,78170
PHkci -0,21059 0,97758 0,02520 0,67780
Jilova frakce 0,28438 0,95871 0,07240 0,29180
CEC -0,48126  -0,87658 0,03650 0,57620
TC -0,28023  -0,95993 0,07180 0,30700
TS -0,33823  -0,94106 0,07620 0,27350
Feox -0,91905 0,39414 0,01030 0,85450
Mnox -0,00489 0,99999 0,01610 0,78080
Alox -0,19384 0,98103 0,00610 0,91460
Tlror 0,30730 0,95161 0,11900 0,11920
Tlex 0,99768 -0,06805 0,01650 0,77670
Tlex (%) -0,27166  -0,96239 0,14100 0,07990
Tlox -0,46915 0,88312 0,02770 0,65300
Tlox (%) -0,38086  -0,92463 0,12060 0,12460
Vymeénna frakce -0,11396 0,99349 0,00600 0,91020
Redukovatelna frakce -0,15606  -0,98775 0,01270 0,82330
Oxidovatelna frakce -0,23682  -0,97155 0,03740 0,56120
Rezidualni frakce 0,24914 0,96847 0,02420 0,69080

X1



Ptiloha 11: Vysledky statistické analyzy NMDS pro lesni pudni profil

Fyzikalné-chemicky Dimenze  Dimenze Ilfgerfei?i‘grlll': Pr(>r)
ukazatel 1 2 (r2)
Podil organické hmoty -0,59652  -0,80260 0,12590 0,16570
PHH20 0,75025 0,66116 0,15810 0,10440
pPHkcel -0,49611  -0,86826 0,04810 0,53110
Jilova frakce 0,14701 0,98914 0,05060 0,52520
CEC -0,55077  -0,83466 0,10630 0,23020
TC -0,38590  -0,92254 0,07430 0,36570
TS -0,38170  -0,92429 0,07550 0,35900
Feox 0,21801 0,97595 0,05450 0,48770
Mnox 0,28721 0,95787 0,05360 0,49390
Alox 0,25488 0,96697 0,05030 0,51780
Thror 0,08110 0,99671 0,04710 0,54960
Tlex 0,44210 0,89696 0,07940 0,34100
Tlex (%) 0,91714 -0,39856 0,04510 0,55270
Tlox 0,18246 0,98321 0,06030 0,44840
Tlox (%) 0,47025 -0,88253 0,00780 0,90240
Vyménna frakce -0,45059 0,89273 0,00740 0,90960
Redukovatelna frakce 0,52460 0,85135 0,07710 0,35270
Oxidovatelna frakce -0,30094  -0,95364 0,06680 0,40650
Rezidualni frakce -0,99641 0,08465 0,03630 0,61940

XV



Ptiloha 12: Zastoupeni dominantnich bakterialnich rodi v obou ptidnich profilech

Padni horizonty
Hloubka odbéru vzorkd

Louka
Oe
Ah
Bw
Bw
Bw

Bw

Les
Oe
Ah
Bw
Bw

Bw

[cm]
1-0
0-5

5-10

10-15
15-20
20-25

>25

1-0
0-5
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>20

Podil zastoupeni dominantnich bakteridlnich rod(

Procentudlni zastoupeni [%]
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Ptiloha 13: Fyzikalné-chemické charakteristiky obou studovanych piidnich profild

Jilova

éisloa Pl"l_dni Hloubka frakce pHkol pHHzo TC TIC TS CEC Feox Mnox Alox
vzorki  horizont [cm] [%] [%] [%] [%] [cmol(+).kg']? [9.kg ]2
Pudni profil - louka (M)
2 Oe 1-0 n.d. 5,2 59 16,3 <01 0,43 39,6 3,5 1,0 2,4
3 Ah 0-5 12 51 6,0 541 <0,1 0,24 33,7 5,7 15 3,5
4 5-10 12 4.8 6,1 454 <0,1 0,22 30,5 4,6 1,3 3,3
5 Bw 10-15 12 5,2 6,3 424 <0,1 0,22 30,2 57 15 3,9
6 15-20 12 5,2 6,2 3,78 <0,1 0,21 29,7 3,7 1,2 3,0
7 20-25 12 9,5 7,0 3,33 <0,1 0,22 29,7 4,8 1,3 3,7
8 C 25- 12 5,6 6,7 327 <0,1 0,21 30,6 4,2 1,3 3,3
Pudni profil - les (F)
9 Oe 1-0 n.d. 6,1 6,7 174 <0,1 0,43 51,2 1,2 0,4 0,7
10 Ah 0-5 15 59 6,8 6,00 <0,1 0,24 37,7 2,5 0,8 1,7
11 5-10 15 58 7,0 3,88 <0,1 0,18 29,0 2,8 0,9 1,8
12 Bw 10-15 15 5,6 7,1 3,19 <0,1 0,17 25,9 3,0 1,0 2,1
13 15-20 15 5,5 6,9 2,83 <0,1 0,17 27,2 3,4 1,0 2,2
14 C 20- 15 55 7,1 2,88 <0,1 0,19 22,9 3,0 0,9 2,1

Oe -organicky ptdni horizont, Ah - organomineralni piidni horizont, Bw — kambicky (hloubka odbéru kazdych 1-5 cm podle odlisnosti barvy, struktury
a obsahu jilu), C - vlastni ptidotvorny substrat
TC - celkovy obsah uhliku, TIC - celkovy obsah anorganického uhliku, TS — celkovy obsah siry, CEC - kationtova vyménna kapacita, Feox, MNox, Alox - 0xalatem

extrahovatelné koncentrace zeleza, manganu a hliniku,
n.d. — nedetekovano
& pruméry (n=3) s RSD <10 %

XVI



Ptiloha 14: Obsahy vybranych prvki stanovenych v ptidnich agregatech

Cislo Piidni Hloubka Al As Ca Fe Mg Mn Tleei Rb
vzorki horizont [cm] [mg.kg?] [mg.kg?]l [mg.kg?] [mg.kg?] [mg.kg?] [mg.kg] [mg.kg] [mg.kg]

Puidni profil - louka (M)

2 Oe 1-0 43773,7 2066,6 22393 48531,8 4509,5 12452 1019,3 73,5
3 Ah 0-5 50009,2 2306,4 2110,2 54213,8 5189,5 1418,5 1089,5 98,5
4 5-10 52116,7 2373,8  1906,9 55186,1 5284,0 1422,0 1138,6 100,9
5 Bw 10-15  51461,6 2347,2 19041 55520,3 5337,9 13445 1143,3 99,3
6 15-20  51806,1 2546,7 1975,3 57264,9 5434,4 1340,9 1164,6 100,2
7 20-25  50527,8 2390,3 18289 55002,1 5450,7 1269,2 1178,6 98,1
8 C 25- 53059,6 26114  2070,2 58399,9 5921,0 1311,3 1251,4 100,7
Pudni profil - les (F)
9 Oe 1-0 36604,6 54332 2856,2  105984,3 4279,2 835,0 780,3 70,0
10 Ah 0-5 45740,6  1387,2 22913 40339,4 4834,1 996,3 859,7 92,8
11 5-10 474336 16012 18232 45818,1 4972,0 1020,8 868,0 94,5
12 Bw 10-15  48191,3 1552,1  1570,6 43102,4 4839,1 1007,6 899,0 93,8
13 15-20 513375 1561,2  1570,7 44635,8 52442 1059,0 954,0 100,0
14 C 20- 52481,1 1560,9  1538,7 46767,2 5460,8 1032,6 982,7 102,0

Oe -organicky ptdni horizont, Ah - organomineralni pidni horizont, Bw — kambicky (hloubka odbéru kazdych 1-5 cm podle odlisnosti barvy, struktury
a obsahu jilu), C - vlastni ptidotvorny substrat

Data jsou pruméry (n=5) +SD
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