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Uvod

Fosfor je zakladni zivinou pro vSechny zivé organismy, ve kterych je soucasti
nukleovych kyselin a bunénych membran. Také je zcela nezastupitelny v energetickém
metabolismu. V padé mize fosfor existovat v organickych a anorganickych formach ajeho
dostupnost pro organismy zavisi na pH pady, struktufe a mikrobialni aktivité v pud€. Jezera
ve Vysokych Tatrach jsou ekosystémy s pfirozené nizkym obsahem fosforu. Fosfor je
v povodich téchto jezer hlavnim limitujicim prvkem, ale v poslednich dvou dekadach
dochazi k naristu jeho dostupnosti, coz mize mit za nasledek zménu chovani celého
ekosystému jezer.

Mechanismu, které mohou vést k pozorovanym zvysSenym koncentracim fosforu
ve vodach tatranskych jezer je nékolik. Ekosystémy ve Vysokych Tatrach byly v prubéhu
minulého stoleti acidifikovany antropogennimi emisemi slouc¢enin dusiku a siry a od té
doby probiha jejich zotavovani. Fosfor se tak uvolfiuje kvili zvySovani pH acidifikovanych
pud v okoli jezer z iontl, na které se v prabéhu acidifikace navazal. Dalsi pfi¢inou muze
byt klimaticka zména, kterd se ve Vysokych Tatrach projevuje zejména zvySenim
prumérné rocni teploty, zménou roc¢ni distribuce srazek a snizenim poctu dni se snéhovou
pokryvkou, coz podporuje zvétravaci procesy. Vyssi teplota vzduchu a pud také ovliviiuje
rast a aktivitu mikroorganismu v ptidach v povodi jezer.

Cilem diplomové prace je poskytnout piehled soucasného poznani v oblasti
vyznamu fosforu v ekosystémech, vyznamu fosfor-solubilizujicich mikroorganismu
a jejich mechanismu, které vedou k uvolnéni fosforu z mineralnich sloucenin. Dal§im
cilem je ovéfeni laboratornim experimentem, zda se v pudach v povodi jezer ve Vysokych
Tatrach vyskytuji fosfor—solubilizujici organismy a jak se li§i jejich druhova diverzita
v lucnich a sutovych pudach. V neposledni fadé je cilem prace srovnat vysledky
laboratorniho experimentu s praci, ktera probihala soucasné s touto, a ktera se zaméetovala
na druhovou diverzitu Dbakterii zpovrchu kamend, odebranych z povodi

jezer ve Vysokych Tatrach, a jejich schopnosti solubilizovat fosfor.



2 Literarni resSerse

2.1

Pudni fosfor

Puda je nedilna soucast terestrickych ekosystému a je vysledkem spolecného
pusobeni fyzikalnich, chemickych a biologickych sil a procesi. Pida je komplexni
a nesmirn¢ slozity systém, ve kterém soucasné existuje mnoho mikroprostiedi, liSici
se v Case a prostoru, obyvané riznymi druhy organismu. Jejich aktivita, predevsim
pidnich mikroorganismu, je nezbytna pro plnéni vSech funkci pudy, zejména pak
fungovani cykla uhliku, dusiku a fosforu (P), (Sylvia D. M., Fuhrmann J. J. and Hartel
P. G., 1999).

Fosfor (P) je zakladni zivinou pro vSechny zivé organismy, ve kterych je soucasti
nukleovych kyselin a bunéénych membran. Také je zcela nezastupitelny v energetickém
metabolismu. Podle Westheimera (1987) hraje P klicovou roli v metabolismu tim, ze
poskytuje negativni naboj zicastnénym latkam. Tento negativni naboj pak pomaha
zabranit uniku téchto latek pres bunéfnou membranu. Timto zpisobem P ovliviiuje
procesy v bunkach, chrani integritu bunécnych membran a reguluje prachod latek
dovnitf a ven z bunek. Zaroven dodava negativni naboj i bunéénym polymerim a tim
se znemoznuje vazba hydroxidi na tyto struktury a brani tak depolymerizaci
(Ruttenberg, 2019; Sterner & Elser, 2002; Stevenson F. J., 1986).

V pudé muze P existovat v organickych a anorganickych formach a jeho
dostupnost pro organismy zavisi na pH pudy, struktufe a mikrobialni aktivité v pudé
(viz. podkapitola Biologické transformace P). P je casto limitujicim prvkem
ve sladkovodnich ekosystémech a v motskych ekosystémech. Nékteré typy pud,
zejména tropické pudy, mohou také trpét nedostatkem P (Ruttenberg, 2019). P je také
limitujici v nové vznikajicich nebo obnovovanych ekosystémech, coz ovliviiuje jeho
dostupnost pro rostliny a organismy (Brady & Weil, 2016; Stevenson F. J., 1986). Kdyz
se v téchto ekosystémech odstrani limitace P, ma to velky dopad na fungovani celého

ekosystému, ktery se miize zcela zmeénit (Stevenson F. J., 1986; Vitousek et al., 2010).



2.2 Cyklus P v pudé

22.1

Zdroje P v pudé

Primarnim zdrojem P v ekosystémech je zvétravani hornin obsahujicich apatit,
ktery se nachazi ve vétsiné hornin ve formé malych castic. Rizné horniny obsahuji
rizna mnozstvi P a zvétravaji riznou rychlosti. Rychlost zvétravani je ovlivnéna
slozenim horniny, klimatickymi podminkami a biologickymi faktory, jako jsou kotfeny
rostlin, pudni mikroorganismy a jejich produkty. Nejvyssi rychlost zvétravani je
pozorovana ve vlhkych a teplych oblastech (Coleman, Callaham and Crossley, 2017;
Hana Santrtickova et al., 2018).

Zvétravani muaze byt fyzikalni, chemické nebo biologické. Fyzikalni zvétravani
je zpusobeno vétrem, tekouci vodou, mrazem apod. K chemickému zvétravani dochazi
pusobenim latek rozpusténych ve vod€, jako je naptiklad CO», organické i anorganické
kyseliny. Biologické zvétravani je zptisobeno aktivitou zivych organismt a kombinuje
fyzikalni a chemické faktory (Stevenson F. J., 1986; Brady N. C. and Weil R. R, 2002;
Thomas Sims and Pierzynski, 2018).

Dekompozice organické hmoty je dal§im dilezitym zdrojem P dostupného pro
organismy. P se muaze uvolnit z uhlikatych molekul v padni organické hmoté
prostiednictvim enzymu zvanych fosfatazy, které rozstépi esterovou vazbu, kterou je P
vazan. Timto zpusobem uvolnény P muZe byt znovu vyuzit mikroorganismy nebo
rostlinami. Recyklace P je zvlaste dulezita v ekosystémech, kde je P limitujicim prvkem,
napiiklad v moftskych ekosystémech nebo v tropickych destnych lesich (Newman,
1995).

Atmosféricka depozice Castic obsahujicich P je také dulezitym zdrojem P,
zejména pro moiské ekosystémy a ekosystémy s extrémné nizkym obsahem P, jako jsou

tropické destné lesy (Brady & Weil, 2016).



2.2.2 Formy P v pade

P je v pudé piitomny ve dvou zakladnich formach — organické a mineralni.
Organicky P je v pudé navazan zejména jako soucCast bunék zivych organismi
v nukleovych kyselinach (DNA, RNA) a fosfolipidech v bunécnych membranach.
Do pudy se uvoliiuje procesem dekompozice, kdy je organicky vazany P uvolfiovan
prostiednictvim enzymu fosfataz (Hana Santrickova et al., 218 C.E.; Stevenson F. J.,
1986). Anorganicky P se vyskytuje ve formeé fosfore¢nant, v kyselych ptidach nejcastéji
fosfore¢nani Zzeleza a hliniku, v zasaditych nejcastéji fosforecnanti vapniku.
Pro organismy jsou ob¢ tyto formy P ale dostupné jen jako rozpustény P ve formé
fosfore¢nanovych iontq, kterymi jsou dihydrogenfosfore¢nan
a hydrogenfosforecnan (Brady N. C. & Weil R. R., 2002; Cordell et al., 2009;
Ruttenberg, 2019; Stevenson F. J., 1986). P muze byt také fixovan na jilové mineraly,
ze kterych je Spatné dostupny pro pudni mikroorganismy (Barrow, 2015; Hana
Santrackova et al., 2018).

Organicka forma P je pfitomna v biomase rostlin a zivych organismu. A vedle
toho, ze je soucasti nukleovych kyselin a bunénych membran, mé také
nepostradatelnou roli v energetickém metabolismu, kde je soucasti ATP, NADP*
a NADPH. N¢které organismy (napfiklad bakterie rodu Acinetobacter) jsou schopny P
vazat do zasobnich intercelularnich polyfosfatt, které vyuzivaji v piipadé nedostatku P
v jejich okoli (Roewe et al., 2020). Organicky P vSak neni pro vétSinu organismu ptimo
dostupny, protoze pied jeho pifijmem musi byt mineralizovan ptidnimi mikroorganismy
(viz. Zdroje P v pude).

Mineralni P je nejlépe dostupnou formou P pro organismy. Typicky je pfitomen
v pudach a ve vodé ve formé fosfore¢nanovych iontd (PO4*), ve formé
dihydrorenfosfore¢nanu (H,POy"), dale ve formé hydrogenfosfore¢nanu (HPO4>" ), které
mohou byt pfijimany kofeny rostlin a jinymi organismy bunéénymi membranami.
Dostupnost anorganického P vSak muze byt omezena v zavislosti na typu pudy.
Zejména je pak anorganicky P omezen v puidach alkalickych, vapenatych nebo s nizkym
obsahem organické hmoty (Hana Santriigkova et al., 218 C.E.; Stevenson F. J., 1986).

pH pudy je jednim z nejdalezitéjSich faktord ovliviujicich dostupnost P
pro rostliny a dal§i organismy. Kyselé prostiedi vytvaii podminky pro pfeménu P
do méné rozpustnych forem, coz snizuje jeho mobilitu a pfijemnost pro rostliny.
P se vpuadnim roztoku prevazné vyskytuje ve formé€ aniontd HoPOs
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223

(dihydrogenfosfore¢nan) a HPO.* (hydrogenfosfore¢nan). V kyselém prostiedi
pfevazuje iont dihydrogenfosfore¢nan, ktery se snadno vaze na oxidy zeleza (Fe)
a hliniku (Al), které jsou v kyselych padach cCasto pfitomny. Tato interakce vytvari
fosforeCnany s nizkou rozpustnosti, jako jsou zZelezité a hlinité fosforeCnany (Antoniadis
et al, 2015; Barrow, 2015). Naopak v zasaditych pudach prevazuje
hydrogenfosfore¢nan, ktery mize reagovat s vapnikem a vytvaret tak vapenaté fosfatové
slouCeniny, které jsou také Spatné rozpustné. Piiklad takové slouceniny je hydroxoapatit
(Barrow, 2015; Hana Santrackova et al., 218 C.E.; Rawat et al., 2021; Spohn &
Kuzyakov, 2013). Dostupnost P je tedy nejvyssi pii neutralnim nebo mirné kyselém pH
(pti pH 6-7) (Barrow, 2015).

Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit dostupnost P pro organismy, patfi
pfitomnost dalSich zivin, jako je dusik a draslik, a interakce mezi P a dalSimi prvky
v pude. Pokud bude v pudnim prostiedi dostatek dusiku a drasliku, maze to vyvolat vétsi
konkurenci o P, coz mize vést az k jeho nedostatku z davodu zrychleného pfijmu
rostlinami ¢i mikroorganismy (George et al., 2016; Holtan et al., 1988; Thomas Sims &
Pierzynski, 2018). P maze byt také fixovan na jilové mineraly, organickou hmotu a ionty
dalsich kovi, coz muze vést k jeho imobilizaci (Barrow, 2015; Rawat et al., 2021).

Dynamika dostupnosti P v pidnim prostiedi je tedy ovlivnéna nékolika faktory
a podminkami. Zaroven je dostupnost P siln€¢ ovlivnéna dynamikou a pfitomnosti

ptdnich mikroorganismu a rostlin.

Biologické transformace P

Dostupnost P v pud¢ je také vyznamné ovlivnéna fadou organismu, jako jsou
rostliny nebo pidni mikroorganismy, ktefi jsou zapojeni do cyklu P. Tyto organismy
mohou bud’ zvySovat nebo snizovat dostupnost P prostiednictvim riznych procesa,
vcetné mineralizace, imobilizace a solubilizace. To zda organismy P v ptidé mineralizuji
nebo imobilizuji zalezi predevs§im na obsahu organického P
a dalSich zivin dostupnych v plidnim prostredi. Tento vztah je Gizce spjat s ekologickou
stechiometrii.

Pomér uhliku a dusiku k P (C/N/P) v organickém materialu hraje klicovou roli
v tom, jaky proces bude v pudé prevladat. Vysoky pomér C/P mize naznaCovat,
ze organické latky jsou bohaté na uhlik a chudé na P, bude tedy dochazet k imobilizaci
(Stevenson F. J., 1986; Stevenson & Cole, 1999). Naopak pokud bude pomér C/P nizky,

10



bude dochazet k mineralizaci P, protoze organické latky budou bohaté na P a chudé
na uhlik.

Procesy mineralizace a imobilizace P probihaji v padé soucasné. To, zda dojde
k mineralizaci (rozkladu) ¢i k vazbé P do biomasy rostlin a mikroorganismu
(imobilizaci), zavisi predev§im na obsahu P v rozkladajicim se organickém materialu,
(McGill and Cole, 1981). Zaroven faktory jako jsou pH, teplota a vlhkost ptudy maji
také vliv na stfidani té€chto dvou procesti. Pidni organismy maji specifické preference
prostiedi a tak se mize stat, Ze za urCitych podminek preferuji jednu aktivitu pred tou
druhou. Vyznamnou roli ve stfidani procesi mineralizace a imobilizace hraje také
ekologicka stechiometrie (Robert W. Sterner and James J. Elser, 2002). Celkové jsou
interakce téchto faktord klicové pro dynamiku mineralizace organickych sloucenin
obsahujicich P v ptidé. Rizné pidni podminky mohou vést k rozdilnym rychlostem
a efektivité tohoto procesu (Stevenson & Cole, 1999).

Kofeny rostlin jsou aktivnimi ucastniky procest ovliviiyjicich dostupnost P
a tuto dostupnost ovliviiyji pomoci snizeni pH v rhizosfére, tvorbou CO», organickych
kyselin, protona a enzymu (Biinemann 2015). Kromé toho se pfizptsobuji dostupnosti
P pomoci celkového tvaru kotfent i celé rostliny (McGill a Cole 1981; Wu et al. 2013).
Pfi nedostatku P kofeny mohou zmeénit tvar a velikost svého kofenového systému —
kofeny se stavaji tencimi, del§imi a vétven€j§imi na ukor nadzemni biomasy.
Tato adaptace pomaha rostlinam prezit v podminkach, kde je P v padé omezeny.
Rostliny mohou touto adaptaci zvétsit plochu absorpce a zaroven mohou snadnéji
navazat symbiozni vztah s mykorrhiznimi houbami (George et al., 2016; McGill &
Cole, 1981).

Mykorizni houby jsou schopny vyuzivat P vazany ve slouceninach, z nichz by
ho samotna rostlina nebyla schopna extrahovat. Tyto houby také rozsifuji povrch
kotene, coz zvySuje efektivitu piijmu P rostlinou (Brady a Weil 2002; Wu et al. 2013).

Pokud dojde kuvoliovani P =z organického zasobniku (odumfielé Ccasti
organismil), probiha proces mineralizace. Rostliny a mikroorganismy maji schopnost
produkovat enzymy fosfatazy, které stépi fytin, nukleové kyseliny nebo nukleoproteiny
za soucasného uvolniovani fosfore¢nana (Paul and Clark, 1988; Ahmad et al., 2019).
Rostliny mohou reagovat na pokles koncentrace P v padé tim, Ze samy vylouci
extracelularni fosfatazy, aby doslo k rychlejsi a vyssi mineralizaci organickych latek,
a tedy navySeni koncentrace dostupného P v pudé. Nékteré latky (fosfolipidy, nukleové

kyseliny) se rozkladaji snadno, zatimco naptiklad inositolfosfaty jsou mineralizovany
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pomalu. FosforeCnany, uvolnéné mineralizaci, mohou byt pfijimany burikou
a zabudovany do bunécnych komponent (do nukleové kyselin, ATP, fosfolipidické
membrany) — proces imobilizace (Arenberg & Arai, 2019; Zou et al., 1992).

Pokud se rozpustna forma P uvolfiuje z mineralni formy, probihd proces
solubilizace. Mineralni sloucCeniny obsahujici P se Casto vyznacuji svoji tendenci
k nizké rozpustnosti. Mikroorganismy (zejména bakterie) ve srovnani s rostlinami
projevuji vyrazné vyssi efektivitu pii uvolfiovani anorganické formy P (Kishore et al.
2015; Zhu, Li a Whelan 2018). Existuje n€kolik raznych zpusobt, kterymi ptdni
mikroorganismy Stépi fosforecné materialy:

1) Uvolnovani H* v dusledku pfijmu kationa a produkce siderofort.
2) Vznik chelati Ca, Fe a Al reakci s exopolysacharidy.

3) Produkce anorganickych kyselin.

4) Produkce organickych kyselin.

Mikroorganismy produkuji protony (H' ionty) béhem svého metabolismu,
coz muze snizit pH pidniho roztoku a vést k solubilizaci P. Napiiklad v prubéhu
nitrifikace, kdy zdrojem dusiku je amonny kationt (NH4"), dochazi k jeho pfeméné na
amoniak (NHs) a v dasledku toho dojde k uvolnéni H* (Jones & Oburger, 2011;
Stevenson F. J., 1986). Tento uvolnény proton muize mit za nasledek ovlivnéni pH
pidniho roztoku (Hana Santrai¢kova et al., 218 C.E.; Rawat et al., 2021).

Siderofory jsou latky, které slouzi k vazani kationtd, predevsim zeleza,
a odvadéni téchto kationtli z fosforeCnant. Navazané kationty jsou poté nedostupné pro
vazbu na P. Mikroorganismy je vyuzivaji nejen k zvySovani dostupnosti P, ale také
k ziskavani zeleza v situacich, kdy je této ziviny nedostatek. Siderofory jsou
produkovany nejen mikroorganismy, ale i rostlinami (Cui et al., 2022; Jurkevitch et al.,
1992).

Anorganické kyseliny pasobi na snizovani pH padniho roztoku a rozpousténi
fosforeCnany s mensi efektivitou nez organické kyseliny. Mikroorganismy vyuzivaji
kyseliny, jako jsou chlorovodikova, dusi¢na, sirova a uhlicita. Bakterie s acidofilnim
a sirou oxidujicim charakterem také generuji sirovodik jako vedlejsi produkt svého
metabolismu. Sirovodik je schopen vazat zZelezité kationty z fosforeCnanu zelezitého,
coz ma za nasledek uvolnéni fosfore¢nanového aniontu, ktery mohou organismy vyuzit
(Rawat et al. 2021).

Exopolysacharidy predstavuji polymery sacharidd, které mohou vytvaret

komplexy s kovovymi ionty. Timto zpisobem omezuji dostupnost téchto iontl
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pro vazbu na fosforeCnany, coz v konetném dusledku zvySuje dostupnost P
pro organismy (Dar et al., 2021; Rawat et al., 2021; Turner et al., 2005).
Mikroorganismy jsou také schopny produkovat organické kyseliny, které snizuji
pH, coz usnadiiuje rozpousténi mineralnich sloucenin P, zejména fosforeCnanu
vapenatého (CaCOs3). Organické kyseliny jsou také zapojeny do vymeény aniontt
v pudnim prostiedi a vznik té€chto organickych kyselin je spojen s fermentacnimi nebo
oxidaénimi procesy organickych sloucenin (Sylvia D. M., Fuhrmann J. J., and Hartel P.
G., 1999; Harrold S. A. and Tabatabai M. A., 2006). Bézn¢ se vyskytujici organické
kyseliny v pudé€ jsou: kyselina glukonova, 2-keto-glukonova, citronova, stavelova,
vinna, mlécna, jantarova, kyselina propionova, asparagova, kyselina askorbova,
jablecna, kyselina fytova a mravenci (Adeleke et al., 2017; Jones et al., 2003). Tyto
organické kyseliny jsou charakterizovany svou malou molekularni hmotnosti, kdy jejich
molekulové fetézce obsahuji maximalné Sest uhlikovych atomt (Chen et al. 2006;
Kishore et al. 2015; Rawat et al. 2021; Wei et al. 2018). Produkce téchto organickych
kyselin se li§i mezi riznymi organismy a muze se odliSovat i u jednoho bakterialniho

druhu za obdobnych podminek kultivace (Chen et al. 2006).

2.3  Organické kyseliny

Pudni organické kyseliny (OA) jsou dulezitou soucasti celkové ekologie pudy
zejména pro svou roli pii detoxikaci kovi, napomahani ziskavani zivin kofeny rostlin
a pfi solubilizaci mineralQ, obsahujici §patné dostupné pudni ziviny (napf. P) (Adeleke
et al., 2017; Jones et al., 2003). Obecné se daji OA rozdélit do dvou skupin podle jejich
molekularni hmotnosti. OA s vysokou molekulovou hmotnosti, které jsou velice Spatné
rozpustné a zcela nerozpustné ve vodé a OA s nizkou molekulovou hmotnosti, které
jsou lépe rozpustné a maji obvykle jednu az tfi karboxylové skupiny (Mimmo et al.,
2008; Perminova et al., 2003). Mezi piiklady OA s nizkou molekulovou hmotnosti patii:
kyselina glukonova, 2-keto-glukonova, citronova, §tavelova, vinna, mlécna, jantarova,
jablecna, propionova, mravenci aj. (Adeleke et al., 2017).

Riizné pudni mikroorganismy, zejména bakterie, produkuji a uvoliuji praveé tyto
organické kyseliny do pudniho prostiedi, zejména pro zpfistupnéni §patné dostupnych
prvka — solubilizace (viz. Biologické transformace P). V poslednich dvou desetiletich

roste pocCet vyznamnych védeckych studii, (Bonneville et al., 2011; Brucker et al., 2020;
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Jain & Sharma, 2004; Marra et al., 2015; Pohlman & Mc Coll, 1986a; Saeid et al.,
2018a; Seshadri et al., 2007; Sharma et al., 2013; Sverdrup, 2009), které potvrzuji tento
fakt a zabyvaji se jeho komplexni problematikou.

Rychlost a efektivita solubilizace P uvolilovaného pravé diky produkovanymi
nizkomolekularnimi OA zavisi na né€kolika faktorech. Podle (Pohlman & Mc Coll,
1986b) je jeden z takovych faktort fakt, ze trikarboxylové a dikarboxylové kyseliny
jsou cCasto ucinnéj§i v solubilizaci nez kyseliny monokarboxylové. V poradi
trikarboxylova > dikarboxylova > monokarboxylova. Dalsi faktor, kterym se zabyva
studie od (Marra et al., 2015), souvisi s pH pudniho roztoku. Podle této studie pH
vyznamné ovliviiuje rast solubilizujicich bakterii 1 biochemické procesy, které
mikroorganismy provadeji, a tedy 1 celkové mnozstvi kyselin, které
produkuji. V neposledni fad¢ se rychlost a efektivita solubilizace P méni v zavislosti na
pfitomnosti riznych rodi solubilizujicich bakteriich v ptidé (Adeleke et al., 2017).

Obecné se na solubilizaci podili napt. bakterie rodu: Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, Paenibacillus a Caballeronia, Ralstonia,
Cupriavidus aj. V SirSim meéfitku se jednd o bakterie z kmene Proteobakterie,
Firmicutes, Pseudomonadota a Aktinobakterie. Bylo zjisténo, ze jednotlivé rody bakterii
produkuji rizné kyseliny, ale ne vzdy je to pravidlem. Naptiklad ve studii od (Calvaruso
et al., 2006) rod Bacillus produkoval smés kyseliny mlécné a octové. Avsak vysledky
studie (Saeid et al., 2018a) ukazuji, ze rod Bacillus produkoval jak kyselinu mléénou
a octovou, tak zarover 1 kyselinu glukonovou, jantarovou i propionovou. Tyto rozdilné
vysledky lze vysvétlit rtiznymi podminkami kultivace — pH média, doba rustu bakterii,
teplota, atd. Naptiklad pokud se bakterie nechaji kultivovat pfi vyssi teploté,
je pravdépodobné, ze cely proces rustu a nasledné produkce organickych kyselin bude

urychlen.

2.4 Zmény v cyklu P v jezerech a povodich Tatranskych ples

Jezera ve Vysokych Tatrach jsou ekosystémy s pfirozené nizkym obsahem P
(Kana et al., 2023; Kopacek et al., 2004). P je v téchto oblastech limitujicim prvkem
a jezera, ktera maji vySSi dostupnost P se vyznacuji 1 vySSi primarni produkci. P
se shromazd'uje v jezerech z celého povodi a jeho nevyznamnéjSim zdrojem jsou mladé

pudy, které jsou bohaté na apatit, sutové pudy a atmosférické depozice (Kopacek et al.,
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2004, 2019), které jsou vyznamnym zdrojem P zejména pro ekosystémy, které jsou na
P extrémné chudé. P se v atmosfére vyskytuje rozpustény v kapickach vody, nebo
navazany na prachové ¢astice (Brady & Weil, 2016).

V poslednich dvou dekadach dochézi k zrychlenému uvoliiovani P ve Vysokych
Tatrach z mnoha pficin. (Kopacek et al., 2015) ve své praci prezentuje vyzkum narastu
obsahu P v povodi Tatranskych ples, ktery je tzce spojeny s acidifikaci téchto pud
vlivem depozic sloucenin dusiku a siry a nasledného zotavovani se z acidifikace, kterou
bylo toto tizemi na prelomu osmdesatych a devadesatych let minulého stoleti postizeno
(Stuchlik et al., 2006). Zaroveri poukazuje na klimatické zmény, které mohou byt
divodem rapidniho uvolfiovani P do pad.

(Kopacek et al., 2015) ve své praci uvadi, ze se koncentrace P v jezerech zvySuje
uz od 90. let minulého stoleti. Jeji nartist ma za nasledek eutrofizaci a zvySeni primarni
produkce v jezerech (Kopacek et al., 2004, 2011, 2015). Pfi¢in zvySovani obsahu zivin
v jezerech muze byt vice. Jeden z diivodu je ten, ze jezerai jejich povodi byla v minulosti
vyrazné acidifikovana (Stuchlik et al., 2006). Vazba P v kyselych pudach, zejména
vazba na volné ionty zeleza a hliniku (Kana et al., 2011), zavisi na obsahu organické
hmoty a pH. Pfi zvySeni nebo snizeni pH dochazi k uvoliiovani P. Narast uvolfiovani P
byl v tatranskych pidach zaznamenan pfi hodnotach pH > 3,5 (Kopacek et al., 2015).
Od té¢ doby, co se depozice slouCenin dusiku a siry snizily,
se zacalo pH pud v povodi jezer zvySovat a to zpusobilo snizenou schopnost vazby P
na oxidy hliniku a zeleza (Kopacek et al., 2006). Vys§i mira uvoliovani P spojena
se zménou pH byla pozorovana v sutovych pudach tatranskych povodi, zatimco na
lucnich padach nedosahovala tak vysokych hodnot (Karia & Kopacek, 2006; Kopacek
et al., 2015).

Dalsi pfi¢inou narustu obsahu P v jezerech a povodich muze byt i klimaticka
zmeéna (Kopacek etal., 2017, 2019). Z dat vyplyva, Ze za posledni dvé desitky let stoupla
prumérna ro¢ni teplota v oblasti vysokych Tater az o 3° C. Zaroven se zménila i rocni
distribuce srazek, kdy jsou srazky v praméru méné€ Casté, ale zato silnéjsi.
S oteplovanim se také zvysSuje pocet dni, kdy teplota kolisa okolo 0 °C a snizuje se
i podet dni se sn&hovou pokryvkou. Cast&jsi kolisani okolo bodu mrazu zpasobuje, Ze
se ve §térbinach hornin tvoii ledové krystaly, které opakované zamrzaji a rozmrzaji
(,,freeze-thaw weathering), coz ma za nasledek vyrazné urychleni zvétravani hornin.
Ubytek sn&hové pokryvky rovnéz podporuje zvétravaci procesy, protoze vrstva snéhu

chrani horninu pfed slune¢nimi paprsky, povétrnostnimi podminkami a destabilizaci
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24.1

teplot (Kopacek et al., 2017, 2019) a to muaze Gzce souviset s narastem P v téchto
padach.

V disledku narastu prumérné rocni teploty je také pravdépodobné zvySeni
metabolismu a rustu mikroorganismi v pudach v povodich jezer. To muze vést
k rychlejsi solubilizaci P pudnimi mikroorganismy — viz. Biologické transformace P

(Kopacek et al., 2019; Wan et al., 2020).

Zmény cyklu P v luénich a sutovych pidach v povodich Tatranskych ples

V povodich Tatranskych jezer jsou ptitomny lu¢ni a sutové pudy, které jsou
svou charakteristikou zcela odlisné. Lucni pudy, zejména ty ve vysokych nadmotskych
vyskach, v povodi jezer jsou vyrazné ovliviiovany pritomnosti rostlin, ktera je spojena
s mnozstvim organické hmoty, rhizodepozici a jeji preméné pidnimi mikroorganismy
(Jones & Hinsinger, 2008).

Na lucnich pidach prevlada sucha alpinska tundra s fidkou vegetaci (obvykle
dominuji druhy rostlin: Calamagrostis villosa, Festuca picta, Luzula luzuloides). Diky
této vegetaci dochazi na lucnich padach k hromadéni pudni organické hmoty, ktera je
také spojena s vysokou biologickou aktivitou v rhizosféfe — kotfenové a mikrobialni
dychani (Jones & Hinsinger, 2008; Karia et al., 2023).

Oproti lu¢nim padam sutové pudy zcela postradaji vegetaci. Organicka hmota
v sutovych puadach pravdépodobné pochazi prevazné z Cinnosti prokaryotickych
autotrofnich organismda, jako jsou sinice a bakterie. Biomasa bakterii v sutovych padach
je menSi s porovnanim s biomasou bakterii z lu¢nich pid, avSak jejich specificka

aktivita (respiracni a enzymatickd) je vyssi (Kana et al., 2023).

Tato prace se zabyva srovnanim druhové diverzity fosfor-solubilizujicich
bakterii v lucnich a sutovych pidach v povodi Tatranskych jezer. Zarover je tato prace
soucasti Sirsiho vyzkumu, ve kterém probihal i vyzkum, ktery se zamétoval na druhovou
diverzitu bakterii, pfitomnych na povrchu kamenti v povodich jezer a jejich schopnosti

solubilizovat P. Vysledky tohoto vyzkumu se daji srovnat s vysledky této prace.
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3 Hypotézy

1) V ptudach povodi jezer ve Vysokych Tatrach se vyskytuji bakterie, které jsou schopny
rozpoustét mineralni fosfor pomoci produkce organickych kyselin.

2) Druhové slozeni fosfor—solubilizujicich bakterii se li§i mezi lucnimi pidami
a sutovymi pudami.

3) Sutové pudy budou mit velky prekryv v druhové bohatosti s povrchy kamend ze suti.
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4 Materialy a metody

4.1

Lokality a odbér vzorku pud

Vysoké Tatry se nachazeji ve stfedni Evropé podél slovensko—polské hranice.

Z této oblasti jsme vybrali 4 povodi jezer — Vys$né Wahlenbergovo (VW), Pusté (PU),
Ladové (LA) a Velké Hincovo (VH). Vzorky pad byly odebrany ze sutovych poli

a ptilehlych luk v zafi 2020 vzdy ze suti a louky na tfech odbérovych mistech v kazdém

z povodi. Celkem bylo odebrano 24 vzorkt pud (4 povodi x 3 odbérova mista x 2 varianty

— louka/sut’). Organomineralni horizont lu¢nich ptid byl odebran lopatkou z jamek 15 x

15 cm. Pro odebrani sutovych pud byly v sutovém poli odstranénim kament vytvoreny

jamy hluboké cca 0,5 m. Zakladni chemické parametry nasich povodi popsal ve své studii

(Kana et al., 2023; Kastovska et. al., n.d.) a jsou podrobné popsané v tabulce Tabulce 1.

V dobé vypracovavani mé diplomové prace byly vzorky pud jiz odebrany a tudiz jsem

se na tomto kroku nepodilela.

Tabulka 1: Zdkladni chemické parametry lucnich a sutovych pid v povodi VW, PU, LA, VH

jezer podle (Kana et al., 2023; Kastovska et.al., n.d.). (Pov a t.pud - povodi a typ pudy, Ptot -

celkova koncentrace fosforu, Ctot — celkova koncentrace uhliku, Ntot — celkova koncentrace

dusiku, v.h POy vodny vyluh POA4, extr.P — extrahovatelny P, MBC - C v mikrobni biomase).

Oblast pH | Ptot (mg/g) | Ctot (mg/g) | Ntot (mg/g) | v.h. PO4 (ng/g) | extr.P (ugP/g) ?:;g)
VW louka|5,1+0,1| 0,6+0,2 43,1+ 18,3 33x1,5 108 =76 5,725 1054 £491
VWsut |48+0,1| 05+0.1 228+2.1 1,7+£0,1 295 £17 55.1+£13.1 161+9
PUlouka [5.1+0.1| 0,701 |842+242| 57+16 | 663+583 3.1+£0,1 | 2178+ 296
PU sut’ 48+0,1| 0,4+0,1 31,3+72 25+04 265 £ 58 42,2 £12.7 197 £ 66
LA louka |4,9+0,1| 1,1+0.1 123 + 64 8,7+4,3 129 £ 40 5.2+1.1 3536 + 1753
LA sut’ 49+0,1| 0,5+0,1 |34,7+166 | 26+1,1 300+ 8 28.9+11.1 148 £ 63
VHlouka |4,9+0,1| 0,8+0,1 |572+277 | 44+20 121 £ 61 23+1,3 2105 + 548
VH sut’ 49+0,1| 0,7+0,2 34,1+3,1 26=+0,2 203 £ 59 479+5.81 187 £ 31
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4.2 Izolace bakterii

4.3

1 g pudy byl vlozen do sterilni kadinky a poté byl smichan s 50 ml fyziologického
roztoku (0,9% roztok NaCl). Poté byly vzorky 1 minutu sonikovany a nasledné byly
umistény na horizontalni tfepacku, kde se tfepaly 30 minut pii 100 otackach za minutu.
Poté byly ze smési vytvoreny desitkové fedici fady ve tfech opakovanich pro kazdy
vzorek pidy. V dobé vypracovavani mé diplomové prace byly izolaty jiz zpracovany
a k dispozici (vypracovala laboratorni techni¢ka Mgr. Lenka Capkova), tudiz jsem se na
tomto kroku nepodilela. Nicméné jsem si cely proces zkusila , nanecisto na jinych

vzorcich pud.

Detekce fosfor solubilizujicich bakterii

K detekci fosfor—solubilizujicich bakterii byl pouzity Pikovskaya agar (PKV).
Smés na jeden litr obsahovala 10 g glukézy, 5 g fosforeCnanu vapenatého (Caz(POs)2),
0,5 g siranu amonného ((NH4)2SO4), 0,2 g chloridu sodného (NaCl), 0,2 g chloridu
draselného (KCI), 0,5 g kvasni¢ného extraktu, 0,002 g siranu manganatého (MnSO4),
0,002 g siranu zeleznatého (FeSOa4), 1000 ml vody a 15 g agaru (Pikovskaya, 1948).

Princip detekce bakterii, které jsou schopné solubilizovat fosfor, spoc¢iva v tom,
ze médium obsahuje fosfor jen v nerozpustné formée — fosforecCnan vapenaty. Pritomnost
fosforecnanu vapenatého zptisobuje zakaleni agaru do bila. V okoli bakterialnich kolonii,
které jsou schopny fosforecnan rozpoustét, vznika pruhledna oblast (tzv. , halo effect™).
Kolonie, kolem kterych se tento efekt vytvoril, jsme identifikovali jako fosfor—
solubilizujici bakterie a pfenesli jsme je na nova PKV agar pomoci kiizového roztéru,
abychom ziskali Cisté kultury. Z téchto kolonii byly nasledné vytvofeny glycerolové
konzervy, které byly ulozeny pfi teploté -80 °C pro dalsi analyzy. V dobé vypracovavani
mé diplomové prace byly izolaty jiz zpracovany a k dispozici (vypracovala laboratorni
techni¢ka Mgr. Lenka Capkova), tudiZ jsem se na tomto kroku nepodilela. Nicméné

jsem si cely proces zkusila naneCisto“ na jinych vzorcich pud.
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43.1

Sekvenace

Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Ultra Clean Microbial Kitu.
Zakladni princip se zakladd na postupném rozkladu bunécnych struktur s vyuzitim
kombinace chemickych latek a mechanického plisobeni pomoci zafizeni nazvaného
BidBeater. Buiiky jsou rozpustény a nasledné je DNA oddélena pomoci centrifugace.
DNA zistava zachycena na kfemicCité membrané, ktera je poté omyta, aby doslo
k odstranéni zbytkd bunéfnych slozek a chemikalii pouzitych pii jejich rozkladu.
Nakonec je DNA uvolnéna z membrany do zkumavky, kde je pfipravena k dalSimu

vyuziti (podle ptiruc¢ky DNeasy UltraClean Microbial Kit).

4.3.1.1 PCR a sekvenace DNA

Ziskana genomova DNA byla sekvenovana zvlast s dopfednym (9bfim)
1 zpétnym (1512uR) primerem, tak, aby byl pokryt cely gen 16S rRNA (Miihling et al.,
2008). Po dobéhnuti reakce byla i¢innost PCR ovéfena pomoci elektroforézy a nasledné
byl produkt vyc¢is§tén pomoci QIAquick PCR purification KITu (dle protokolu vyrobce)
a ucinnost purufikace byla opét oveérena pomoci elektroforézy (30 min. pii 100 V). Pred
sekvenaci bylo potfeba PCR produkt precistit a nafedit tak, jak vyzadovala sekvencni
firma SEQme. Amplikovana DNA byla nasledné sekvenovana Sangerovou metodou

externi firmou (SEQme s. r. 0.) jak v prednim, tak ve zpétném sméru.

4.3.1.2 Urceni ziskanych bakterii do druhii podle sekvenci

Hrubé sekvenacni data byla zpracovana v programu GeneiousPrime. Protoze pro
sekvenaci byly pouzity dopfedné i zpétné primery, obé vysledné sekvence pak byly
pomoci programu GeneiousPrime spojeny v misté piekryti. Byla tak ziskana témér cela
oblast kodujici 16STRNA gen. Kazda takto ziskana unikatni sekvence byla taxonomicky
anotovana pomoci databazi NCBI Nucleotide Collection (NCBI 1988) za pouziti BLAST
algoritmu (Altschul et al., 1990) prostfednictvim webového rozhrani (BLAST b.r.).
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4.4

4.5

45.1

45.2

Inkubace

Z glycerolovych konzerv bylo pfeneseno 100 pl vzorku do tekutého Nutrient
agaru. Smés na jeden litr obsahovala: 5 g kaseinového peptonu, 2,5 g kvasni¢ného
extraktu a 1 g dextrozy. Vzorky byly kultivovany za stalého tfepani (135 ot/min) 2 dny.
Poté byla zmétena jejich opticka denzita pfi vinové délce 600 nm, vzorky byly poté
naredény, aby jejich opticka denzita odpovidala 0,6. Izolaty byly poté preockovany do
PKYV tekutého média (stejné médium jako Pikovskaya agar, ale bez pfidani agarové
slozky) tak, aby bylo zaji§téno vzdy podobné mnozstvi bakterii ve vSech vzorcich. Izolaty
se poté nechaly rast 7 dni pii teploté 25°C pii stalém tiepani, kazdy izolat ve tiech
opakovanich, pficemz skazdou sérii realnych vzorkt byl inkubovan také vzorek

sterilniho média jako kontrola.

Analvza vzorku

Poté byl ze vSech vzorkti odebran subsample (,,podvzorek®), ktery byl pouzit
k nasledujicim analyzam: méfeni pH, méfeni obsahu kyselin a méfeni obsahu

fosfore¢nanu.

Meéfeni pH

Vsechny vzorky byly centrifugovany a nasledné bylo pH zméfeno na pHmetru

WTW pH 330i.

Meéfeni obsahu kyselin

Do vSech vzorkt byl ptidan acetolnitril (1,5 ml vzorku a 1,5 ml acetolnitrilu
ve sklenéné vialce), ktery v nich vysrazel bilkovinu. Nasledné byly vzorky vortexovany
a prefiltrovany. Ke 400 pl prefiltrovaného vzorku ptidano 590 pl destilované vody a 10
ul interniho standardu (kyselina fumarova o koncentraci 1 pg/ml).

Obsah kyselin byl zméfen pomoci UHPLC/MS analyzy na chromatografu
UHPLC Elute (Bruker), QTOF Compact (Bruker) v koloné Arion C18 Polar Plus (150
mm, 2,1 mm, 2,2 um) pfi teplote 30°C. Mobilni faze se sklada z: 95% H20, 5%
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acetonitrilu, 0,04% kyseliny mravenc¢i. Bylo davkovano 10 pl vzorku. (Tuto

specializovanou analyzu provedl laboratorni technik Mgr. Jan Bednar).

4.5.3 Mefeni obsahu fosforecnant
Koncentrace rozpusténych fosforeCnani byla meéfena spektrofotometricky

na analyzatoru FIA (Flow Injection Analyzer, Foss Tecator). (Tuto specialni analyzu

provedla laboratorni technicka Mgr. Katefina Kucerova).

4.6 Vvyhodnoceni vysledku méreni

Hodnoty obsahu fosforecnant, obsahu méfenych organickych kyselin a pH byly
porovnany s namefenymi vysledky kontrol diky dvouvybérového t-testu v programu R
studio (R studio b.r.). Korelace koncentrace rozpusténého P na kyselosti média byla

vyjadfena linearnim modelem v programu R studio (R studio b.r.).
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S Vysledky

5.1 Vvsledky izolace a sekvenace izolovanych bakterii

Dohromady bylo k analyzam pouzito 323 vzorkd, z tohoto celkového poctu bylo
17 vzorka vzorky kontrol a zbylych 306 byly izolaty bakterii ve tfech opakovanich.
Dohromady bylo tedy testovano 102 unikatnich vzorki. Ty byly podle podobnosti
s referenénimi sekvencemi pfifazeny k 58 taxonomickym jednotkam. Izolaty, které
se lisily sekvenci, 1 kdyz byly pfifazeny do stejného druhu, byly odliSeny Ciselnym
kodem, aby bylo zajisténo unikatni znaceni pro unikatni izolaty. U 8 testovanych izolata
se taxonomicka anotace nepodafila.

Nejvice kultivovanych vzorkt bylo zafazeno do kmene Proteobakterii, u které¢ho
bylo nalezeno 38 geneticky odlisnych forem. Byl nalezen i jeden zastupce z kmene

Firmicutes, Bakteroidetes a z kmene Aktinobakterii.

5.2 Vysledky méfeni pH, obsahu fosforu a obsahu kyselin

Vysledky méfeni pH, obsahu kyselin a obsahu rozpusténého fosforu

pro jednotlivé druhy jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledky naméreného pH, rozpusténého fosforu (mg/l) a obsahu kyselin (mg/l),
uvedeny jen hodnoty se signifikantnim rozdilem od kontroly (**p < 0,01; *p < 0,05). Kyselina

Jjablecnd neni v tabulce uvedena. (2kegl — 2-keto-glukonovd, k.cit. — citronovd, k.glu. —

glukonova, k.ml. - mlécna, k.jan. - jantarovd.)

Izolat PO4 pH 2kegl k.cit. k.glu. k.ml. k.jan.
Burkholderia sp. 211: 53 1*0,05
+ +
Caballeronia sp. 31’3** >4 20 * 02
+ + +
Caballeronia udeis 388 **42’9 6’9**0’1 2760** 2
Collimonas 1289+245| 43+02 [2007:1312] 8.6+0.4 5008 + 639
pratensis 1 v o * o o
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Collimonas 1150 £ 86 | 4,8+0.1 1,514
pratensis 2 ik stk ok
Collimonas 911112 | 4+0.04 8,3+0.7 10+£0,2 7662 + 8
pratensis 3 kek kek kesk kek kek
+
Collimonas sp. 1 4.1 *0’04
Collimonas sp. 2
. 413 +£31 | 5,8+0,01 4418+1278 17,3+ 18,7
Collimonas sp. 3 s N N oot
+ +
Collimonas sp. 4 4.1 **O’Ol 37’9**21’7
. 267+£89 | 43+0,2
Collimonas sp. 5 sk s
Erwinia sp.
Ewingella 476 +48 | 4,1 £0,02 3483 +£ 1371 20,3+2,5 | 230+24 21119
americana kek kek kek k kek kesk
+
Ewingella sp. 1 92,3 N 17.3
. 93,3+12,6| 7,6+0,1 39+£0.2

Ewingella sp. 2 s o s
Frondihabitans 461 9,7+1,6 193+7.5
sucicola + 30 ** * *k

277+31 | 48+0,02 | 3,5+0,6 4010+ 631
Moraxella sp. sk s N s
Paenibacillus s 143£0,9 | 39,5+3.2 3+£09
terrae 109.+12 *k Fok %
Paraburkholderia
aromaticivorans
Pedobacter 58+0,1 95+1,5 21,8 +£3,5
cryoconitis ok woE ok
Pseudomonas
arsenicoxydans
Pseudomonas
brassicacearum
Pseudomonas 0,8+03
brenneri ok
Pseudomonas 194 £ 50,8
fluorescens *
Pseudomonas
chlororaphis
subsp. aurantiaca
Pseudomonas 507 £ 66,1 8449 + 872
rhodesiae ok *k

109 £ 29 2,602

Pseudomonas sp. 1

*k

*k
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124 £27 4+29 47+£6,6
Pseudomonas sp. s A s
93,4 +10,2 3+£0,2
Pseudomonas sp. s s
Pseudomonas sp.
671 £ 154 4+0,1
Pseudomonas sp. N s
43+£29 [20,1+284
Pseudomonas sp. " N
23,5+0,5 26,3+59
Pseudomonas sp. s s
570+£104 | 42+0,1 |6001+1436 29+£27
Pseudomonas sp. N s N s
Pseudomonas sp. L3 1: 14
Rahnella sp. 1
+
Rahnella sp. 2 109* 26
+
Rahnella sp. 3 3’9**0’4
Rahnella sp. 4
125+33 | 4,6+0.,1 29,4+258] 2,2+0,9
Rhodococcus sp. ek ok N s
+
Rouxiella sp. 97’3**11’3
Serratia 111+15
liquefaciens ok
Serratia 155 £ 34 56+0,1 143+19
plymuthica * ok ok
Serratia 90,5+ 5,3 1,9+2,7
proteamaculans ok ok
+
Serratia sp. 107* 15
uncultured 1,9+14
bacterium 1 ok
uncultured
bacterium 2
uncultured 135+43
bacterium 3 *
uncultured 112+ 16 4,8+X 43+1,7
bacterium 4 * wk ok
uncultured
Burkholderiacea
bacterium 1
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uncultured
=+ + +
Burkholderiaceae 198* H 7 *3’1 826**484

bacterium 2

uncultured

+
Burkholderiaceae 3’8**0,4
bacterium 3

uncultured
Burkholderiaceae 7 j;i)’z 5.8 1: 2.1

bacterium 4

uncultured

+
Burkholderiaceae 143* 43
bacterium 5

uncultured
+ + +
Burkholderiaceae 542** 38 357{” 105 73’5**18,9

bacterium 6

uncultured
Burkholderiales
bacterium 7

uncultured 123 £ 27

+
Pseudomonas sp. 1 ok 3,6+0.2

uncultured 388 +£43
Pseudomonas sp. 2 *

Rozsah hodnot pH mezi naméfenymi vzorky se pohyboval od 4 do 7,6. pH
kontrol se pohybovaly primémé okolo 6. Nejvyssi pH bylo naméfeno u izolatu
Ewingella sp. 2 a dosahovalo hodnoty 7,6. Izolat ovsem nedosahoval nejnizs§i namétené
koncentrace fosforu. Na druhou stranu nejnizsi pH bylo zméfeno u izolatu Collimonas
pratensis 3 dosahovalo hodnoty 4. U tohoto izolatu byla zaroveni naméfena vysoka
koncentrace uvolnéného fosforu, ktery vsak nedosahoval naméreného maxima.

Koncentrace rozpusténého fosforu se pohybovala od 31,3 mg/l = 5,4 do 1289
mg/l + 245 a koncentrace fosforu v kontrolach byla 22,4 mg/l. Korelace mezi
rozpusténym POy a pH byla signifikantni, ale stale vysoce variabilni (Obrazek €. 1). Z
celkového poctu 58 izolath 33 =znich prukazné zvysSilo koncentraci PO,
ale jen 20 snizilo pH. Nejvice fosforu do okoli média uvolfioval izolat Collimonas
pratensis 1 s hodnotou 1289 mg/l £ 2445, tento izolat vSak nesnizil pH na hodnotu
nejniz§iho naméteného. Zaroven produkoval 3 ze 6 naméfenych kyselin (kys.
citronovou, glukonovou a 2-keta-glukonovou). Nejméné fosforu uvolnil izolat
Caballeronia sp. s hodnotou 31,3 mg/l + 5,4. Tento taxon snizil pH na hodnotu 5,6,

ale neprodukoval zadnou z méfenych kyselin.
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PO4 (mg/l)

2000 @)
o (@)
(©)
1500 @)
y = 6E+06x + 164.97
@)
1000 :
@
500

0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.0001 0.00012 0.00014 0.00016 0.00018
H+

Obrazek 1: Zavislost koncentrace PO4 na kyselosti média vyjdadrenou v koncentraci H* (p =
2.211e-12, ¥* =0,1503).

7 58 unikatnich taxoni 32 jich produkovalo alespon jednu z méfenych
organickych kyselin. Ze 32 taxont produkujicich kyseliny jich 19 produkovalo alespon
jednu kyselinu a 13 vice nez jednu. Nejvice taxonu (21) produkovalo kyselinu
glukonovou a naopak nejméné byla produkovana kyselina jable¢na, jejiz obsah
prukazné nezvysoval ani jeden vzorek z naméfenych 323 (neni uvedena v Tabulce 2).

Nejvice riznorodych kyselin produkovaly taxony Collimonas pratensis 1 a 3,
které produkovaly kyseliny 2-keta-glukonovou, citronovou a glukonovou. Produkce
vice druhd organickych kyseliny byla také zaznamenana u taxont Collimonas sp.,
Ewingella americana, Pedobacter cryoconitis, Pseudomonas sp. 1, 2 a 3, uncultured
Burkholderiaceae bacterium 2,4 a 6. Druhy Frondihabitans sucicola, Rhodococcus sp.
Paenibacillus terrae, produkovaly vzdy 2 z 6 méfenych kyselin.

Zadné z méfenych kyselin nebyly zaznamenany u Burkholderia sp.,
Caballeronia sp. 1 , 2 a 3, Erwinia sp., Ewingella sp., Paraburkholderia
aromaticivorans, Pseudomonas arsenicoxydans, Pseudomonas brassicacearum,
Pseudomonas chlororaphis subsp. Aurantiaca, Rahnella sp. 1, 2 a 4, Rouxiella sp.,
Serratia liquefaciens, Serratia sp., uncultured bacterium 2 a 3, uncultured

Burkholderiacea  bacterium 1, 4 a 7, uncultured Pseudomonas  sp.
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5.3 Druhova diverzita izolovanych bakterii v povodich Tatranskych ples

Dohromady bylo tedy testovano 102 unikatnich vzorkl, které byly pfifazeny
k 58 taxonomickych jednotkam, které byly nalezeny v povodi jezer — VyS$ného
Wahlenbergova jezera (VW), Pustého jezera (PU), Ladového jezera (LA) a Velkého
Hincova (VH) jezera. Taxonomické jednotky Pseudomonas sp. 8 a uncultured
Burkholderiaceae bacterium 7 se nachazely ve vy¢tu druhi ve vSech povodich, ale ne

na vSech odebiranych mistech.

Tabulka 3: Seznam druhu bakterii a jejich ndlezy v jednotlivych povodich a typu pud (WV —
Vysné Wahlenbergovo jezero, PU — Pusté jezero, LA — Ladové jezero, VH — Velké Hincovo
jezero), procento délky hledané sekvence, kterda je se shoduje s nalezenou sekvenaci,
procento nukleotidii, které jsou identické mezi hledanou sekvenaci a sekvenaci z databdze

a odkaz na nejpodobnéjsi sekvenaci z databdaze BLAST.

:b;D Sl Sl 8|2

Izolat Accession E % E Z E E E i E &

HE R HHHLEEHE

Burkholderia sp. JQ723724.1 100 100 + | - - - - = - -
Caballeronia sp. MHO018897.1 100 100 - - - - + | + - -
Caballeronia udeis MK302235.1 100 100 + - - - - + | + -
Collimonas pratensis 1 0L636300.1 100 100 - - - - + + -
Collimonas pratensis 2 CP013234.1 100 99,93 + - - - + [+ | + -
Collimonas pratensis 3 CP013236.1 100 100 - - - - + + -
Collimonas sp. 1 MT585902.1 100 100 - - - -1+ |+ ]+ |+
Collimonas sp. 2 MH688789.1 99 964 |+ - -1-1-1-1- -
Collimonas sp. 3 KY682043.1 100 99,78 - -+ | - - - - -
Collimonas sp. 4 KU311394.1 99 100 - + | + - - + - -
Collimonas sp. 5 HOQ231955.1 100 99,93 + | - - - - - - -
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Erwinia sp. MN989056.1 100 99,93
Ewingella americana HQ256856.1 100 99,93
Ewingella sp. 1 MK602474.1 100 99,57
Ewingella sp. 2 MK602493.1 100 100
Frondihabitans sucicola KJ606845.1 100 99,98
Moraxella sp. MT380814.1 100 99,78
Paenibacillus terrae KY616983.1 100 99,20
Paraburknolderia CP051516.1 100 100
aromaticivorans
Pedobacter cryoconitis MW332370.1 100 99,78
Pseudomonas MG675602.1 | 100 99,64
arsenicoxydans
Pseudomonas

. MW332370.1 100 99,71
brassicacearum
Pseudomonas brenneri HQ824860.1 100 100
Pseudomonas fluorescens | CP010945.1 100 99,78
Pseudomonas
chlororaphis EU169169.1 100 99,93
subsp. aurantiaca
Pseudomonas rhodesiae MG571697.1 100 99,85
Pseudomonas sp. 1 KY681949.1 100 99,78
Pseudomonas sp. 2 KF011705.1 100 99,85
Pseudomonas sp. 3 MT555370.1 100 99,78
Pseudomonas sp. 4 MT555388.1 100 100
Pseudomonas sp. 5 KY681890.1 100 99,93
Pseudomonas sp. 6 KY681897.1 100 100
Pseudomonas sp. 7 KU342590.1 100 100
Pseudomonas sp. 8 CP080597.1 100 100
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Pseudomonas sp. 9 KT580597.1 100 99,93
Rahnella sp. 1 OM527251.1 100 99,93
Rahnella sp. 2 MK100818.1 100 99,86
Rahnella sp. 3 MN989136.1 100 99,86
Rahnella sp. 4 AM419020.1 100 99,71
Rhodococcus sp. LC529485.1 100 99,92
Rouxiella sp. MN928716.1 100 99
Serratia liquefaciens KY614356.1 100 99,93
Serratia plymuthica KX035053.1 100 99,86
Serratia proteamaculans | KY681890.1 100 99,93
Serratia sp. KY041847.1 100 99,71
uncultured bacterium 1 KT029505.1 100 99,86
uncultured bacterium 2 FJ466234.1 100 99,35
uncultured bacterium 3 JQ678546.1 100 99,79
uncultured bacterium 4 LC093150.1 100 100
uncultured

Burkholderiacea MWO055807.1 100 100
bacterium 1

uncultured

Burkholderiaceae MT002698.1 100 100
bacterium 2

uncultured

Burkholderiaceae MT002701.1 100 99,64
bacterium 3

uncultured

Burkholderiaceae MWO055741.1 100 99,85
bacterium 4

uncultured

Burkholderiaceae MWO055740.1 100 99,78
bacterium 5

uncultured

Burkholderiaceae MWO055785.1 100 99,78
bacterium 6

uncultured

Burkholderiales LC213287.0 100 100

bacterium 7
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Nejvice druhti bylo nalezeno v povodi VW jezera, kde bylo nalezeno 31 druht
bakterii a zaroven ztohoto poCtu bylo nejvice i unikatnich druhti — 22. V povodi
Ladového jezera bylo nalezeno 16 druhti bakterii a 5 unikatnich druhti. Povodi PU jezera
obsahovalo 8 unikatnich druhli a nejméné unikatnich druhi obsahovalo povodi VH jezer
— 7 druht.

Variabilita druht jednotlivych bakterii se vyskytovala také mezi lu¢nimi pidami
a sutovymi poli. Nejcastéjsi bakterie nalezena na louce i v suti zaroven byla uncultured
Burkholderiaceae bacterium 2, ktera se na lucnich padach i v sutovych polich nalézala
v povodich viech jezer — VH, PU, LA 1 VH. Dal3i bakterie, které byly nalezeny na louce
i v suti, avSak jen v n€jakych povodich, byly Caballeronia udeis (VW louka, VH louka,
La sut), Collimonas pratensis 2 (VW louka, LA louka i sut, VH louka) a Collimonas
sp. 1 (LA louka i sut, VH louka i sut). V lu¢nich padach (konkrétné v povodich LA
a VH) se nejcastéji vyskytovala bakterie Collimonas pratensis 1

a vsutovych polich (ve vSech povodich jezer) Pseudomonas sp. 8.

Obrazek 2: Venmiv diagram pro lucni piidy Obrazek 3: Venmiv diagram pro sutové
v povodi jezer - VW, VH, LA, PU. pudy v povodi jezer - VW, VH, LA, PU.
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6 Diskuse

6.1

Izolace fosfor—solubilizujicich bakterii

Ze vzorkl pad odebranych v povodich ¢tyfech tatranskych ples se podarilo ziskat
izolaty fosfor—solubilizujicich bakterii, které byly pfifazeny k 58 unikétnim
taxonomickym jednotkam. Nejvice izolati patiilo do kmene Proteobakterii ovSem byl
nalezen 1 zastupce z kmene Firmicutes, Bakteroidetes a z kmene Aktinobakterii a fada
predchozich studi potvrzuje, Ze zastupci téchto kmenl jsou schopni solubilizovat
mineralni fosfor (Amri et al., 2023; Chen et al., 2006; Kishore et al., 2015; Pan & Cai,
2023; Saeid et al., 2018a, 2018b; Seshadri et al., 2007; Silva et al., 2023).

Nasli jsme osm riznych izolatt, které patfily do Celedi Burkholderiaceae, coz je
rozsahla skupina bakterii, ktera obsahuje mnoho rozmanitych zastupcii s ruznymi
ekologickymi strategiemi. Cast z nich je pfifazovana do skupiny fosfor—solubilizujicich
bakterii (Coenye, 2014) a to podporuji 1 naSe vysledky, jelikoz izolat uncultured
Burkholderiaceae bacterium 2, ze skupiny Burkholderiaceae, se vyskytoval napfi¢ vSemi
pidami (s vyjimkou na 3 odbérovych mist) a povodimi. Poté jsme nasli 15 izolatq, patiici
do rodu Pseudomonas, pattici do Celedé Pseudomonadaceae, které byly uvadény jako
pudni bakterie se schopnosti rozpoustét fosfor jiz diive (Browne et al., 2009; Buch et al.,
2008; K.-K. Lee et al., 2012; Miller et al., 2010). Izolaty Pseudomonas sp. 8,4 a7, jsme
nalezli pouze v sutovych padach a v lu¢nich pidach jsme nasli druhy Pseudomonas.
chlororaphis subsp. aurantiaca, P. arsenicoxydans, P. brenneri, P. brassicacearum
a P.rhodesiae.

Literatura dale uvadi rody, které jsou typické pro solubilizaci P, a to rod Bacillus,
Escherichia, Enterobacter, Ewingella, Paenibacillus, Rahnella a Rhizobium. Nejde
o vypis vSech rodl podilejicich se na solubilizaci P, nybrz vypis rodu, které se nejvic
cituji v literatufe (Kampfer, 2007, Rodriguez & Fraga, 1999). Z téchto jsme nalezli 3
zastupce rodu Ewingella, 1 zastupce rodu Paenibacillus a 4 zastupce rodu Rahnella.

Ovsem cast fosfor—solubilizujicich bakterii nepatii mezi rychle rostouci a nékteré
znaSich izolovanych bakterii tak nedokéazaly, za dobu inkubace, vytvofit viditelné
kolonie s ,halo effectem®. Zaroveni jsou mnohé druhy fosfor—solubilizujicich bakterii
citlivé na laboratorni podminky a maji specifické naroky pro svij rust (napf. pritomnost

symbiontl, specifické rozmezi pH atd.) (Goswami et al., 2019; Khan et al., 2013; Mehta
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6.2

& Nautiyal, 2001). Nebyli jsme tedy schopni vystihnout celkovou diverzitu bakterii, které
se na mistech odbért vyskytovaly. Pro lepsi zachyceni celkové diverzity bakterii by se
mohlo modifikovat kultivaéni médium (napf. snizenim koncentrace glukozy — napft. na
lg, nebo nahrazenim glukézy za slozitéjsi uhlikatou slouceninu), aby se vytvortily idealni

podminky i pro pomalu rostouci bakterie.

Solubilizace P pomoci produkce organickych kyselin

Zaznamenali jsme produkci 5 ze 6 testovanych kyselin: kyselinu glukonovou,
citrébnovou, mlé¢nou, jantarovou a 2-keto-glukonova. K. jable¢na nebyla produkovana
zadnym z testovanych izolata.

Nejcasteji detekovana byla kyselina glukonova, které je v mnoha studiich Casto
spojovana s procesem solubilizace P (Adeleke et al., 2017; Bray & Kurtz, 1945; Dwidya
Prijambada et al., 2009; Jones et al., 2003; Mimmo et al., 2008; Prijambada et al., 2009).
(Mardad et al., 2013) ve své studii uvadi k. glukonovou jako nej¢astéji detekovanou
napiic€ vSemi vybranymi taxony a prave tato kyselina byla nejvice spojovany se zvysenim
koncentrace solubilizovaného P, coz je v souladu s naSimi vysledky. Naopak studie
od (Rodriguez et al., 2004), uvadi, ze nebyl nalezen dikaz k podpote faktu, Ze produkce
kys. glukonové je pfimo imérma s obsahem solubilizovaného P. (Rodriguez et al., 2004)
dale uvadi, ze nezaznamenal na agarovych plotnach kolonie, které by vytvarely ,halo
effect, a po zméfeni koncentrace P bylo zjisténo, ze je obsah rozpusténého P velice
nizky. Rozdilné vysledky mezi studiemi mohou byt ovlivnény pfitomnosti riznych
kment bakterii, citlivosti HPLC metody a vybérem méfenych kyselin.

Kyselina, kterou jsme nebyli schopni detekovat vibec, byla kyselina jable¢na.
Produkce kyseliny jable¢né byla potvrzena zejména pro rody Baccillus a Pseudomonas.
Driivé)si studie (Akintokun et al., 2007; Charana Walpola, 2012; Kumar et al., 2018;
Rodriguez & Fraga, 1999; T. Nikitha et al., 2017) prezentuji vyzkumy, které prukazné
potvrzuji, ze rod Pseudomonas produkoval kyselinu jable¢nou ve vySSim nebo
ekvivalentnim mnozstvi jako kyselinu glukonovou (Kaur et al., 2021). Divodem, proc¢
jsme kyselinu jableCnou nedetekovali, mize byt nékolik. Prvnim z divod( muize byt
nedostatecny Cas inkubace bakterii, aby mohlo dojit k produkci kyseliny jable¢né. DalSim
divodem muze byt druhova diverzita bakterialnich kolonii. (Kaur et al., 2021) uvadi, ze

kys. jable¢nou produkuje zejména druh bakterie Bacillus, ktery jsme my nazeznamenali.
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6.3

6.4

Jsou 1 dalsi rody bakterii, které jsou schopny produkovat kys. jable¢nou, ale jeji produkce
se méni v prubéhu inkubace (Dwidya Prijambada et al., 2009). Mohli jsme tedy méfit
koncentraci kys. jable¢né zrovna v dobé¢, kdy jeji produkce nebyla vysoka.

Solubilizace P souvisela se snizenim pH (viz. Obrazek 1) a vétSina izolatd, ktera
produkovala alespori jednu kyselinu, snizovala pH média a tim padem se zvySovala
koncentrace rozpusténého P. Nicméné jsme nalezli 1 izolaty (Burkholderia sp,
Caballeronia sp. , Collimonas sp. 5, Pseudomonas sp. 5, Serratia sp), u kterych jsme
pozorovali snizeni pH 1 rozpusténi P, ale neprodukovali zddnou z méfenych kyselin. Za
vysveétlenim muze stat fakt, Zze tyto taxony mohly produkovat organické kyseliny, které
jsme neméfili — napf. kys. vinnou, Stavelovou, mravenci a octovou. Toto tvrzeni
podporuji vysledky studie od (Behera et al., 2017), ktera uvadi, ze taxon Serratia sp.
produkoval ve velké mife pravé kyselinu octovou. DalSim divodem mize byt i to,
ze solubilizace P byla provedena napf. uvoliiovanim H¥, produkci sideroforti, vzniku
chelatt a produkci anorganickych kyselin (Cui et al., 2022; Kishore et al., 2015; Rawat
etal., 2021).

Porovnani zkoumanych povodi

Prekryv nalezenych izolati mezi jednotlivymi povodimi byl maly, jelikoz jsme
ziskali pouze jeden izolat, ktery byl nalezen napii¢ vSemi povodimi. Podstatna cast
izolat (36 z 58) se nachazela vzdy jen v jednom povodi. Tento maly piekryv v druhovém
slozeni mezi povodimi mohl byt zpisoben nedostatecnym ovzorkovanim jednotlivych
povodi. Pro lepsi podchyceni celkové diverzity bakterii v povodi jezer by se mohl pouzit
intenzivnéj§i vzorkovaci systém, nicméné detailnéjSi systém pro vzorkovani je tézké
provést. Sutové pudy se jen velmi tézko hledaji, jelikoz jsou nerovnomérné rozmisténé
pod kameny. Zaroven se odbéry provadéji v jadrové oblasti NP a vyCet mist pro odbér je

omezeny.

Porovnani vysledku z luénich a sutovych puad

V povodi jezer (VW, PU, LA a VH) byla odbérova mista rozdélena do skupin
podle pokryvu puady, které zahrnuji pady: lucni (alpinské louky) a sutové (pudy pod

sutovymi poli bez vegetace). Oba typy pud se v povodi jezer vyskytuji soucasné
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a zaroven se udava, ze sutové pidy mohou byt vyznamny zdroj P (Kara et al., 2023).
Izolath bakterii, které se vyskytovaly Cisté v lu¢nich padach jsme nalezli 29 a izolata
pouze ze sutovych pad 19. Izolaty, které se nachazely v obou skupinach soucasné bylo
10 — viz. Tabulka 3.

Luc¢ni pady v povodi jezer mély vétsi druhovou diverzitu bakterii nez pudy
ze sutovych poli. To Ize vysvétlit tim, ze lu¢ni pady jsou bohatéjsi na Ziviny a teplota
nepodléha Castym vykyvum (v sutovych polich Casto dochazi k rozmrzani a zpétnému
zamrzani krystalka ledu — freeze-thaw weathering) (Kopacek et al., 2019). Zaroven jsme
predpokladali, ze tyto izolaty budou né&jakym zpusobem vazany na rostliny nebo
na rhizosféru, ve které se vyskytuji i jiné organismy (napf. houby a Archea). Existuje
skupina bakterii, oznaCovana jako ,plant growth promoting rhizobacteria’ (PGPR)
(Kloepper J. W., 1978), do které patii napt. Burkholderia, Erwinia, Serratia a
Flavobacterium (Rodriguez & Fraga, 1999). Pokud srovname tento vycet kment s nasimi
vysledky, miZeme konstatovat, Ze bakterie, které jsme nalezli na lu¢nich padach (kmeny
Burkholderia, Erwinia, Serratia a Flavobacterium) mohou patfit do pravé zmifiované
skupiny PGPR a mohou byt vazané pravé na vegetaci. Napf. (Xu et al., 2012) nalezl
ve své studii totoznou bakterii druhu Collimonas sp. 5, ktera se vyskytovala v oblasti
s hustou vegetaci bez velkych stromi, coz odpovida i nasim vysledkim. Dalsi totozna
bakterie druhu Paraburkholderia aromaticivorans byla nalezena v Alpach ve smiSeném
lesnim porostu s podobnou nadmoiskou vyskou jako nase vybrana mista (Francga et al.,
2016). Dalsi totozné bakterie byly nalezené napf. z luénich pud v horach ve Svédsku
(Bjerketorp et al., 2021) nebo z lu¢nich pud v Polsku (Szymanska et al., 2016).

Izolaty odebrané ze sutovych poli se s misty svého vyskytu také shodovaly
s ostatnimi studiemi. Druh Pseudomonas brenneri ve své studii objevil (Y. M. Lee et al.,
2011) na alpském ledovci v pohoifi Otztalskych Alp. (Park et al., 2021) nalezl
v subarktické oblasti Aljasky druh Pseudomonas sp., ktery se shoduje s nasim nalezenym
izolatem. Mista odbéru pud, popsanych v téchto studiich, jsou podobna s nasimi
odbérovymi misty v sutovych polich. Nachazeji se ve vysokych nadmoftskych vyskach
s minimem (nebo absenci) vegetace a prumérné rocni teploty se pohybuji okolo bodu
mrazu. Nelze ov§em predpokladat, ze nalezené bakterie ze sutovych pud se vyskytuji
jen v extrémnich podminkach bez vegetace, protoze byly nalezeny i1 v travnim porostu

na Aljasce a v borealnim lese v Estonsku (Park & Kim, 2015; Pent et al., 2017).
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6.5 Porovnani vysledku se studii izolace fosfor—solubilizujicich bakterii z kamenu

Stejnou studii vypracovala i (Pavkova, 2023) srozdilem, ze bakterie nebyly
izolované z pud, ale zpovrchu kament, odebranych v totozny datum na stejnych
lokalitach — Wahlenbergova jezero (VW), Pusté jezero (PU), Ladové jezera (LA) a Velké
Hincovo (VH) jezero.

Pokud srovname vycet naSich izolati (z lucnich i sutovych pud) s vysledky
od (Pavkova, 2023), nalezneme shodu 6 izolatd. Konkrétné se jedna o Caballeronia
udeis, Pseudomonas sp. 8, uncultured bacterium 3, uncultured bacterium 4, uncultured
Burkholderiaceae bacterium 2 a uncultured Burkholderiales bacterium 7. lzolat
Caballeronia udeis se vyskytoval v lu¢ni ptidé i na kamenech v povodi VW jezera. [zolat
uncultured Burkholderiaceae bacterium 2 se vyskytoval v luéni i sutové pude ve vSech
povodich, zatimco vyizolovany taxon z kament se vyskytoval pouze v povodi PU jezera.

Podrobné srovnani vysledku 1ze vy¢ist z Tabulky 4.

Tabulka 4: Srovndni nasich vyslednych izolatii a vyslednych izoldtii od (Pavkova, 2023)
odebranych ze sutovych poli v povodi Tatranskych jezer (WV — Vysné Wahlenbergovo jezero,
PU — Pusté jezero, LA — Ladové jezero, VH — Velké Hincovo jezero).

9 Uncultured uncultured
. Caballeronia | Pseudomonas | uncultured uncultured . ,
Izolat . . . Burkholderiaceae | Burkholderiales
udeis sp. 8 bacterium 3 | bacterium 4 . .
bacterium 2 bacterium 7
— — — — — —
> > > > > >
Zlzlz|8| 2| el3| 2| 2|5 2lel3|2|2]|3|2]¢z
| = 13) | ~ 13) 0 — 13) | ~ 13) 0 — 13) | ~ 13)
sgle|l 5l 2| 5lElelElelslElEel s 5l &) 5
HEEIHEE R IR E I A A
2 2 2 2 2 2
VW + |4+ |+ + | - - - - - - - -] + + - + - +
PU - |- + | + | - -]+ -1+ |- - |+ + + + - - -
LA + | - -+ -+ ] - -] - - - - + + - - + |-
VH - |+ -1+ |- - -+ -+ - -] + + - + | + |+

V kontrastu s nasimi vysledky koncentrace PO4, hodnot pH a obsahu koncentraci
meétenych kyselin s vysledky od (Pavkova, 2023) lze vy¢ist n€kolik zajimavych véci.
Vsechny spolec¢né izolaty, az na uncultured Burkholderiales bacterium 7, prukazné
zvySovaly koncentraci PO4. Hodnoty jsou si podobné, ale ve dvou piipadech se hodnoty

koncentrace PO4 lisi az nékolikanasobné. NaSe vysledky ukazuji, ze u izolatu
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Caballeronia udeis byla koncentrace PO4 namétena 388 mg/l + 42,9, zatimco v praci
od Pavkové byla koncentrace naméfena 48 mg/l + 23,7. Vys$i rozdil mezi hodnotami
byl zaznamenan u izolatu uncultured Burkholderiaceae bacterium 2, kdy jsme my
naméfili hodnotu 198 mg/l + 43,9 a Pavkova 6,2 mg/l + 1,8. Hodnoty naméfeného P se
pravdépodobné lisi z divodu, Zze koncentrace rozpusténého P v prabéhu inkubace
kolisa. Dale mohou rtizné vysledky souviset s laboratornimi podminkami a preciznosti
laboratorni prace.

Rozdily hodnot pH se u Caballeronia udeis, Pseudomonas sp. 8, uncultured
Burkholderiaceae bacterium 2 nijak zvlast neliSily. U zbyvajicich izolatd uncultured
bacterium 3 a uncultured Burkholderiales bacterium 7 jsme zjistili, ze izolaty prikazné
nesnizuji pH a proto je nemizeme srovnat s hodnotami od Pavkové. Produkce méfenych
organickych kyselin byla zna¢né rozdilna pro oba vyzkumy a naméfené koncentrace
spolu vubec nekoreluji. Jeden z divodu, pro¢ se hodnoty pH a hodnoty koncentraci
kyselin mohou liSit je ten, ze uvedené izolaty mohly v dob& méfeni produkovat rozdilné
organické kyseliny, nebo Zze se rychlost ristu kultivovanych izolatt mezi sebou lisila.

Rozdil muze také hrat preciznost métreni. Podrobné srovnani obsahu koncentrace POu,

pH a koncentrace métenych organickych kyselin Ize najit v Tabulce 5.

Tabulka 5: Srovndni nasich vysledkii obsahu koncentrace PO+ (mg/l), pH a koncentrace

meérenych organickych kyselin (mg/l) s vysledky od (Pavkova, 2023).

LEEliongs Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
PO4 pH keto- D . . o 5 = q .
. citrénova glukonova mlécna jable¢na jantarova
glukonova
pudy 38843 | 6,9+0,1 2760 + 352
Caballeronia udeis
kameny 48 £ 24 6,4+0,3 2,6 +7,7
pudy 570+ 104 | 42+0.1 | 60001436 29+27
Pseudomonas sp. 8
kameny | 553+74 | 3,9+02 | 3884 +333 201+ 14
uncultured pudy 135+43
bacterium 3 kameny | 10032 | 6+0.1
uncultured pudy 112+ 16 48+X 4317
bacterium 4 Kkameny | 81.7+3.6 | 6,1+0.1 43201 1807
uncultured pudy 198 +£44 7+0,1 826 + 484
Burkholderiaceae
bacterium 2 kameny | 6,2+1.8 8,1+0,1 175 £ 151 6,1£1,5
uncultured pudy
Burkholderiales
bacterium 7 kameny | 189+ 131 | 56+08 | 368+573 42+69 34+41 6376
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Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se v puadach v povodi jezer ve Vysokych
Tatrach vyskytuji fosfor — solubilizujici organismy a jak se lisi jejich druhova diverzita
v lucnich a sutfovych pudach. V neposledni fadé bylo cilem prace srovnat vysledky
s praci, ktera probihala soucasné s touto, a ktera se zamétovala na druhovou diverzitu
bakterii z povrchu kament, odebranych z povodi jezer ve Vysokych Tatrach, a jejich
schopnost solubilizovat fosfor. Mazeme potvrdit z inkubace a nasledného méfeni,
ze v povodi Tatranskych jezer se vyskytuji bakterie schopné rozpoustét fosfor diky
produkci organickych kyselin. Bylo zaroven potvrzeno, ze druhova diverzita téchto
bakterii se lisi v zavislosti na typu odebrané pidy — lu¢ni a sutova. Posledni hypotézu
1ze potvrdit jen z Casti, jelikoz se nase vysledky jen castecné shoduji s vysledky ze studie
od (Pavkova, 2023).

Pro lepsi odhadnuti celkové diverzity bakterii v povodi jezer by se mohl pouzit
intenzivnéj§i vzorkovaci systém a modifikované kultivaéni médium. K pfesnéjsimu
popisu jejich schopnosti produkce organickych kyselin a solubilizace P by pomohlo
vyuzit dlouhodobéjsi inkubaéni experiment s opakovanym méfenim koncentrace

rozpusténého P, pH a organickych kyselin.
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