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Anotace

Tato bakalafska prace sjednocuje informace tykajici se fixace dusiku v ptid¢€. Detailnéji
se vénuje biologické nesymbiotické fixaci (fixaci voln¢ Zijicich organismu) se zaméfenim na
pudy jehli¢natych lest a zabyva se faktory, které ovliviuji jeji rychlost. Experimentalni ¢ast
spoCiva ve stanoveni rychlosti nesymbiotické fixace v pidach odebranych v ramci
monitoringu &trnacti malych lesnich povodi v Cechach. Rychlost fixace byla méfena metodou
inkorporace °N_, kter4 byla doplné&na stanovenim kvantity bakterialniho nifH genu kodujiciho

jeden z proteini enzymu nitrogenazy.
Anotation

This bachelor thesis summarises the information about nitrogen fixation with an
emphasis on the biological non-symbiotic (free-living organisms) fixation in soil of temperate
coniferous forests and it also discusses critical factors, which have an impact on the fixation
efficiency. The experimental part evaluates the potential rate of non-symbiotic nitrogen
fixation in soil samples from fourteen temperate forest catchments in the Czech Republic. The
®N-incorporation method was used, complemented by the determination of the quantity of

the bacterial nifH gene, which encodes one of the nitrogenase's proteins.
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1. Uvod a literarni reSerse

vvvvvv

zivina primarni produkce. Je soucasti mnoha biomolekul, napiiklad proteinii, nukleovych
kyselin nebo lipidi. Dale je nedilnou soucasti fotosyntézy, protoZze je obsaZzen V zeleném
barvivu chlorofylu a zaroven je 1 limitujicim prvkem pro fungovani enzymu RUBISCO, ktery

je vyznamny katalyzator pii fixaci CO2 v Calvinové cyklu (Warren et al., 2000).

Atmosféra a horninové podlozi jsou dva nejvétsi zasobniky dusiku. V atmosféie je dusik
vazan prevazné v molekule N2 a to pevnou trojnou vazbou. Biologickou fixaci, kterou provadi
mikroorganismy v rtiznych ekologickych nikach, se vSak dusik i takto silné vazany mize
dostéavat do ptidy a je vyuzivan rostlinami a mikroorganismy pro stavbu biomasy (Santri¢kova
etal., 2018).

Piestoze celosvétovy narlst antropogenni depozice N (aplikace hnojiv, spalovani fosilnich
paliv, doprava) zpisobil zvySeni celkové dostupnosti dusiku v ekosystémech (Galloway et al
2004), vétsina dusiku, ktery se dostava do neobhospodafovanych ekoSystému, pochazi stale
prevazné z biologické fixace (Wieder et al., 2015). Wieder et al. (2015) uvadi, ze mira
biologicke fixace ovliviiuje globalni cyklus uhliku i klima. Odhady rychlosti biologické fixace

jsou vSak V literatuie stale spiS nejisté.

ey

Biologickou fixaci provadi mnoho druhii organisma symbioticky Zijicich (napt. nodulujici
bakterie s krytosemennymi rostlinami), ale i volné Zijicich (napt. anaerobni a aerobni bakterie
a fasy) a mize byt ovlivnéna mnoha faktory prostedi. Proto se v riiznych biomech jeji mira
lisi. Mutze byt ovlivnéna teplotou prostiedi nebo jeho vlhkosti. Déale to vSak muze byt
I napiiklad mnozstvim adruhem (sloZzenim) rostlinného opadu, ktery vstupuje do pudy.
Z tohoto diivodu se biologicka fixace mize liSit nejen v ramci vétSich biomu, ale zaroven

i v ramci jednotlivych ekosystémi (Santriickova et al., 2018).



I kdyzZ je tento proces pro ptirodu velmi diilezity, neni mnoho studii, které by se fixaci
dusiku v pidach zabyvaly komplexné. Fixace se totiz mize odehravat v mnoha ekologickych
nikdch kazdého ekosystému (obrdazek 1). VétSina praci se doposud orientovala na
symbiotickou fixaci, kdy je dusik do pudy fixovan skrze vzajemné prospésny vztah
vaskularnich rostlin a bakterii. Druhy, méné€ prozkoumany druh fixace, je fixace
nesymbioticka (tzv. cryptic fixation, Cleveland et al., 2022), ktera je zajistovana volné zijicimi
mikroorganismy. Ojedinéle také skupinami organismi, které jsou schopny mutualismu.
Recentni studie odhaduji, ze by mohl tento méné probadany zpusob fixace byt chybéjicim
zdrojem dusiku pro 13 - 22 % z jeho celkové dostupnosti Vv agrikulturnich ekosystémech
(Ladha et al., 2016). Davies-Barnard et al. (2020) se dokonce domnivaji, Ze napfi¢ riznymi
terestrickymi ekosystémy muze byt dusik fixovan volné Zijicimi organismy z 22 az 45 %,
pri¢emz vétsi zastoupeni tohoto druhu fixace se ocekéva v chladnéjsich a sussich oblastech.
Studie, které by cilily na nesymbiotickou fixaci s uzsim zaméfenim na vybrany ekosystém,

vSak nejsou dostupné.

Obrazek 1: Zobrazeni ekologickych nik, ve kterych se mize odehravat nesymbioticka — cryptic fixace — dusiku. A — opad
listd, B — puda, C — rozkladajici se dfevo, D — kofeny a rizosféra, E — rostlinné epifyty, F — mechy a lisejniky, G — termiti,

H — téla mravencu (pfevzato z: Cleveland et al., 2022).



Hlavnim cilem prace je zkompletovat informace 0 biologické fixaci dusiku v pidach
terestrickych ekosystému se zaméfenim na jehli¢naté lesy a definovat faktory, které ovliviuji
jeji rychlost. Dalsim cilem je stanovit potencial nesymbiotické biologické fixace v piadach

malych lesnich povodi sité Geomon v Ceské republice.



1.1. Fixace dusiku

Dusik tvoti az 78 % atmosféry, to z ni déla nejvétsi zasobarnu dusiku pro organismy (Oses
et al., 2018). Houlton et al. (2018) se vSak domnivaji, Zze by velkou, ale neprobadanou,
zasobarnou dusiku pro organismy mohly byt také horniny. Vysledky ukazuji, ze
v ekosystémech s vyssi zemépisnou Sitkou, kde je biologickd fixace limitovana (napf.
teplotou), se muze pomalym zvétravanim hornin uvolnit az 20 % z celkového vstupu N daného

ekosystému (Houlton et al., 2018)

Navzdory velkym zasobarnam dusiku v horninach i atmosféie, ale | antropogennimu
zneCisténi, je dostupnost dusiku stale jednim z dilezitych limitujicich faktort pro produkci
mnoha terestrickych i vodnich ekosystému (Dalton and Kramer, 2006). Hlavni diivod limitace
je, Zze atmosféricky N2 je spojen silnou trojnou vazbou. Jeji rozd€leni a tim i nasledné vyuziti
dusiku dalsimi organismy je velmi energeticky naro¢né (Galloway et al., 2004). Dusik je
fixovan do pidy tfemi zplsoby: abiotickou fixaci, biologickou fixaci a fixaci v disledku

antropogenni ¢innosti (antropogenni fixace).

Celkovd mira vstupu dusiku do ekosystémi se v pribéhu stoleti vyrazné¢ meénila.
Predpoklada se, Ze v dobé pted industrializaci byla globdlni mira vstupu dusiku celkové 111
Tg N rok™. Z toho tvofila biologicka fixace 99 Tg N rok™* (Green et al., 2004). Nékteré studie
viak odhaduji celkovy vstup mensi, asi 40 Tg N rok™ (Vitousek et al., 2013). K roku 2013 byl
celkovy vstup dusiku do ekosystémii odhadnut na 410 Tg N rok™, kdy za vice nez polovinu
z toho je zodpovédna fixace zpusobena antropogenni ¢innosti (Fowler et al., 2013). Green et.
al. (2004) odhadli celkovy vstup dusiku do ekosystémti na 223 Tg N rok™. Z toho 81 Tg N
rok® bylo tvofeno biologickou a abiotickou fixaci a 142 Tg N rok? fixaci zpiisobenou
novodobou antropogenni ¢innosti. V dnesni dobé se predpoklada staly nartist mnozstvi dusiku
vstupujiciho do ekosystémtl, zejména v disledku zemédélské ¢innosti (hnojeni) a jen pomalé

reakce ekosystému na kontrolni opatieni snizovani eutrofizace (Fowler et al., 2013).



1.1.2 Abioticka fixace dusiku

Abioticka fixace N2 je zplsobena geochemickymi procesy, jako jsou blesky pii boufi,
vulkanicka ¢innost, nebo pozary. Energie, ktera vznika pii blesku, je schopna rozstépit trojnou
vazbu mezi dvéma atomy N. P#i kontaktu s vodou dochazi K jejich naslednému slouceni
s atomy vodiku a ve vzduchu vznika amoniak (NH3). Ten se splavuje na zemsky povrch, kde
je tato forma dusiku rostlinami ptimo vyuzitelna (Gruber and Galloway, 2008). Tento zptisob
fixace se vétSinou podili pfiblizné na deseti procentech celkové globalni fixace N2

(Warembourg, 1993).

1.1.3 Antropogenni fixace dusiku

Uz od 19. stoleti byla dusikatd mineralni hnojiva vyuzivana v zeméd¢lstvi jako ptidany
zdroj zivin pro zrychleni ristu zemédelskych plodin a hnojeni tak piedstavuje vyznamny
antropogenni vstup N do ekosystému (antropogenni fixace). Nej€asteji se k hnojeni vyuzivaji
hnojiva na bazi amoniaku (Ladha et al., 2022). Nitraty se hojn¢ pouZzivaji jak v zem&dé€lstvi,
tak také v pyrotechnice, kde slouzi k vyrobé sttelného prachu (Augustyn, 2023). Na zacatku
20. stoleti se v duisledku zacinajici 1. svétové valky zvedla poptavka po dusi¢nanu draselném
(KNOg), ktery je kvuli své povaze silného oxida¢niho ¢inidla mimo jiné vyuzivan pravé
i k vyrobé vybusnin (Steward, 2023). V této dobé se védci zacali vénovat i moznostem, jak
kontrolovan¢ fixovat dusik, atim synteticky ziskavat jeho slouCeniny. Jako nejvic
ekonomicky vyhodny zptisob piimé fixace dusiku se prokéazal tzv. Haber-Boschiv proces
(Bezdicek and Kennedy, 1998). Pii tomto procesu je pii vysoké teploté a tlaku konvertovan
atmosféricky dusik s vodikem na amoniak (Balinski and Watson, 2017). Nadmérné pouzivani
dusikatych hnojiv vSak ma isvé negativni dopady. Vystaveni vysokym koncentracim
amoniaku je pro mnoho organismi toxické (Padappayil and Borger, 2023) amuze
V dlouhodobém horizontu dochdzet k okyselovani piid. Nadmérné hnojeni mulze také vést
K eutrofizaci pud i vod a spolu s fosforem ptispivat k pfemnozeni vodniho kvétu. Ten, pokud
pokryje celou plochu vodni hladiny, zabranuje priniku slune¢niho zafeni k vodnim
organismiim a zaroven se snizuje dostupnost kysliku. Tim se snizuje diversita organismu
(Bottomley and Myrold, 2007). Nadbytek dusiku v atmosféfe navic vede k produkci
troposférického 0zoénu, ktery ulidi mize vyvolavat respiracni problémy, rakovinu nebo
srde¢ni potize (Townsend et al., 2003). Pfeména ptebyte¢ného dusiku v ekosystémech az na
N20 zvysuje potenciél sklenikového efektu (Galloway et al., 2003). Cast aplikovanych hnojiv

se také muze piimo a velmi rychle po aplikaci uvolnit do atmosféry volatilizaci, kdy dusik



unika ze systému ve form¢ NHs. Ve 21. stoleti se zvySilo vyuziti Haber-Bosch procesu
a Gruber and Galloway (2008) se domnivaji, ze globalni rocni antropogenni a biologické
procesy fixace N2 by mohly dosahovat stejnych hodnot. Potencialn¢ by rychlost antropogenni

fixace mohla vstupy N biologickou cestou fixace i piekonavat.

1.1.4 Biologicka fixace a jeji vyznam v cyklu dusiku

Biologicka fixace atmosférického dusiku probiha prostfednictvim bakterii a archei,
které maji enzymovy komplex zvany nitrogenaza (obrazek 2). Spadaji do skupiny tzv.
diazotrofii, tedy organismi schopnych redukovat trojnou vazbu v molekule N2 (Gruber and
Galloway, 2008).

[8Fe-7S] I\VVF ),

[4Fe-48] klastr

Fe protein MoFe protein Fe protein

Obrazek 2: Struktura enzymového komplexu nitrogenaza (upraveno podle: Bishop and Joerger, 1990).

Na rozbiti trojné vazby N2 je potieba velké mnozstvi energie, konkrétné 16 molekul

ATP (adenosintrifosfat). Tuto reakci katalyzuje enzymovy komplex nitrogendza:
N,+8H*+8e  +16 H,0 + 16 ATP -» 2 NH5 + H, + 16 ADP + 16 Pi

Vyslednym produktem reakce je amoniak, ktery je dale vyuZzit na stavbu aminokyselin,
nebo ho pfi prebytku symbiont posle rostling. Tim pfispiva do kolob&éhu dusiku a podporuje
rust rostlinné biomasy. Dusik v rostlinné biomase se pak navraci do pudy ve formé
nadzemniho I podzemniho opadu z rostliny a jako rhizodepozice (produkce organickych latek
kofeny). Kofeny rostlin mohou vylucovat do piidy ale i mineralni N. Rostlinny opad je v pid¢
v procesech dekompozice adepolymerizace (Schimel and Bennett, 2004) rozkladan
mikroorganismy az na jednoduché organické latky, které jsou poté¢ mineralizovany na amoniak

(NHs, NH4"). Amoniak je forma dusiku jiz pfimo dostupna rostlinam a mikroorganismim



k zabudovani do biomasy. Zaroven se vSak vaze na sorpéni komplex puady. Nitrifikaci
amoniaku, coz je autotrofni proces slouzici k zisku energie, vznikaji nitrity (NO2) a nasledné
I nitraty (NO3), které muzou byt také asimilovany mikroorganismy a rostlinami, ale jsou
I velmi mobilni formou dusiku anachylné na vyplavovani z pidy. Nitraty mizou byt
denitrifikaci pfeménény mikroorganismy az na plynny dusik, ktery se uvoliiuje zpét do

atmosféry a tim se cyklus dusiku uzavira (Britton et al., 2023).

Diazotrofové mohou zit voln€, ale velmi Casté jsou organismy tvofici symbidzu
s rostlinami (Oses et al., 2018). Vztah mezi symbionty (bakterie nebo archea s rostlinami) je
dilezity pro vyménu energie azivin. Na zékladé¢ vztahli mezi organismy muzeme tedy
biologickou fixaci rozdélit na dvé hlavni kategorie: a) symbiotickou fixaci, kam spadaji
nodulujici bakterie a diazotrofni endofyti a b) nesymbiotickou fixaci, kterou zajist'uji volné
Zijici organismy.

Fixaci atmosférického dusiku se do ekosystému muze biologickou drahou dostat
vétsinové mnozstvi dostupného N pro terestricky ekosystém (Vitousek et al., 2013; Wieder et
al., 2015). Kvantifikaci fixace N2 do ekosystému biologickou cestou se zabyvaly mnohé

studie. Predpokladana mira fixace se vSak napfic studiemi pomérné lisi (obrazek 3).
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Obrazek 3: Odhady globalni miry biologické fixace Nz, ptitazeny barevné K jednotlivym publikovanym pracim. Studie jsou
sefazeny od nejstarsi k nejnovéjsi podle data vydani. VSechny hodnoty jsou vykreslené jako potencial. Posledni zluta studie
je autortiv nejnoveéjsi odhad globalni biologické fixace. Primér tohoto globalniho odhadu a jeho nejvyssi a nejnizsi
hodnoty, jsou pierusovanou ¢arou promitnuty do celé délky grafu pro porovnani s ostatnimi studiemi. Citované studie:
Hutchinson, 1944; Delwiche, 1970; Robinson and Robbins, 1970; Galloway et al., 2004; Wang and Houlton, 2009; Burns
and Hardy, 2012; Cleveland et al., 2013; Vitousek et al., 2013; Meyerholt, Zaehle and Smith, 2016; Xu-Ri and Prentice,
2017; Peng et al., 2018; Davies-Barnard and Friedlingstein, 2020 (upraveno podle: Davies-Barnard and Friedlingstein,
2020).

Ukazuje se také, Zze v prvni poloviné praci citovanych ve studii Davies-Barnard and
Friedlingstein (2020) se odhady globalni biologické fixace béhem let v praiméru postupné
navySovaly. Mimo dvou studii, kdy byly odhady celkové globalni fixace dusiku
nékolikanasobné vysii, se jeji odhady pohybuji v rozmezi 50 - 150 Tg N rok™.



1.1.4.1 Symbioticka fixace dusiku

Jedna z nejcastéjSich symbidz, ktera vyuziva fixaci N2, je vztah mezi nodulujicimi
bakteriemi a krytosemennymi rostlinami. Symbioticka rostlina vypousti skrz kotfeny chemické
latky, které ptiladkaji bakterie schopné fixace dusiku. Ty se pfichyti na kofeny, zabuduji se do
kofenovych nodulii a vyménou za energeticky bohaté organické latky (uhlik) poskytuji
rostlindm nafixovany atmosféricky dusik ve form¢ amoniaku (NH3) (Dawson, 2011). Jsou
znamé dv¢ skupiny, které jsou tohoto vztahu schopny. Jednou z nich jsou zastupci z kmene
padnich bakterii Actinobacteria, rod Frankia. Ti jsou schopni vztahu s rostlinnymi fady
Fagales (bukotvaré), Rosales (rtizotvaré¢) a Cucurbitales (tykvotvaré) (Werner et al., 2014).
Dale je znamy vztah mezi pudnimi bakteriemi rodu Rhizobia, patiici do polyfyletického
kmene bakterii Proteobacteria, s rostlinami z fadu Fabales (bobotvaré). Jedinym dal§im
znamym rodem rostlin mimo fad Fabales, které jsou schopné vztahu s bakteriemi rodu

Rhizobia, je rod Parasponia (Remigi et al., 2016).

cey

Dalsimi symbioticky Zijicimi organismy jsou endofyty, ktefi se vyznacuji tim, Ze Cast
svého zivota nebo cely zivotni cyklus ziji v téle svého hostitelského organismu, aniz by mu
jakkoliv $kodily (Gouda et al., 2016). Do skupiny diazotrofnich endofytickych bakterii patii
rody Azoarcus, Herbaspirillum a Gluconacetobacter. Jsou charakteristické tim, Ze se dokazi
Vv rostlinné tkdni mnozit a tvofit kolonie, aniz by hostitele poSkodily nebo na sebe upoutavaly
vétsi obrannou reakci hostitelské rostliny (Nair and Padmavathy, 2014). Dobte prozkoumané
symbidzy tvofi i diazotrofni sinice z rodu Anabaena a Nostoc s kapradinami, houbami nebo
mechorosty (konkrétnéji napf. sinice Anabaena azolae s kapradinou Azolla, de Vries and de
Vries, 2018).

Skrze symbiotickou biologickou fixaci se globaln¢ vaze v ekosystémech odhadem 57
Tg N rok* (Davies-Barnard and Friedlingstein, 2020).



1.1.4.2 Nesymbioticka fixace dusiku

Nesymbioticky fixovat N2 jsou schopni ivolné zijici pidni mikroorganismy, napf.
bakterie z rodu Bacillus (Yousuf et al., 2017) nebo rodu Azotobacter (Roper and Gupta, 2016).
Nesymbioticka fixace se tak jejich prostfednictvim odehrava naptiklad v rostlinném opadu,
rozkladajicim se dievé akofenech, mechu, v mravencich, adalSich specifickych
mikroprostiedich (obrazek 4). Napfi¢ studiemi je nazyvana jako fixace volné Zijicich
organismil, cryptic fixace, fixace asymbiotickych organismi ¢i fixace nesymbiotickych

organismi (zjednodusené nesymbioticka fixace) (Cleveland et al., 2022).

Za posledni dvé desetileti se vétSina studii zaméfovala zejména na popis fixace
symbiotické v domnéni, Ze nesymbioticka fixace N2 pfinasi do kolobéhu pouze zanedbatelnou

¢ast dusiku (obrazek 4).
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V dnesni dobé se ale objevuje stale vice praci, které se zabyvaji nesymbiotickou fixaci
dusiku. Reed et al. (2011) tvrdi, Ze tento zpusob fixace je schopen globalné piidat do
ekosystémtl az 20 kg N ha™ rok™. Dalsi ze studii poukazuje na schopnost nesymbiotické fixace
celosvétove piidat do ekosystémil srovnatelné mnozstvi dusiku, jako fixace symbioticka
(obrazek 5; Davies-Barnard and Friedlingstein, 2020). Zaroven je nesymbioticka fixace
povazovana za zdroj pro 13 - 22 % dusiku z jeho celkové dostupnosti v terestridlnich
agrikulturnich ekosystémech na svété (Ladha et al., 2016). Pfedpoklada se, ze tento druh fixace
je ve skutecnosti jeste¢ vyznamnéjsi, nez je V dnesni dobé odhadovano ato pravé z divodu

neprobadanosti tohoto procesu (Roley et al., 2018; Stewart et al., 2011).
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Obrazek 5: Mira globalni biologické fixace v jednotlivych biomech, rozdélena na symbiotickou a nesymbiotickou fixaci.
V kazdém vyznadeném biomu je prostiedni linie boxu median, horni linie znaéi kvartily a ki'izek (x) zna¢i aritmeticky
pramér. Jednotlivé body znaci individualni namétené hodnoty. Biomy jsou definovany v souladu s International
Geosphere-Biosphere Programme (“IGBP - IGBP,” 2023). Pouzité zkratky: VZIL — vzdyzelené jehli¢naté lesy, VZLL —
Vizdyzelené listnaté lesy, OJL — Opadavé jehli¢naté lesy, OLL — Opadavé listnaté lesy, SL — smisené lesy, R. Kiovinisté —

fidka kfovinisté, H. Kiovinisté — husta kiovinisté (upraveno podle: Davies-Barnard and Friedlingstein, 2020).

Nesymbiotickd fixace se muze odehravat v mnohych nikach daného ekosystému
(obrazek 1). Kazda znik muze do ekosystému fixovat rozdilné mnozstvi N2 a kazda je

I ovliviiovana riznymi abiotickymi I biotickymi faktory (Cleveland et al., 2022).

11



Rozkladajici se dievo a koreny rostlin

V lesnich ekosystémech se predpoklada, ze jedna z vyznamnych nik, kde
nesymbioticka fixace probihd, je v rozkladajicim se dfevé a kotfenech. Fixace zde muze byt
vyznamna hlavné kvili pfiznivym podminkam, jako jsou: vysoka vlhkost, potencialné vysoky
pomér uhliku ku dusiku (C/N) nebo dostate¢nd dostupnost ostatnich zivin. Naptiklad byl
zaznamenan pozitivni vztah mezi vy$$i vlhkosti rozkladajiciho se dieva a fixaci N2 (Hicks et
al., 2003). Studie, které by se méfenim fixace v téchto konkrétnich nikach ptimo zabyvaly,
jsou vsak ojedinélé (Son, 2001). Proto pramérna fixace z vétsiny dostupnych méteni pro
rozkladajici se dfevo &inni jen 0,8 - 2,5 kg N ha* rok* (obrazek 3a). Odhad pro fixaci dusiku
spojenou s dekompozici kofentl je maximalné 6,3 kg N ha* rok™. Tato méfeni byla provadéna
prevazné v temperatnich lesich. Ocekava se, ze kdyz budou ptfibyvat studie z vice typt lest,
mize i primérna hodnota fixace dusiku v téchto nikach nartstat (Cleveland et al., 2022). Pro
rozkladajici se koteny rostlin jsou ovlivitujici faktory rychlosti fixace N2 neprobadané. Byla

zméfena pouze vyssi mira fixace U kotfent s primérem nad 2 mm nez s <2 mm (McCormack

et al., 2015).
Rhizosféra a volna pida

Nesymbioticka fixace N2 se miize ve zvySené mite odehravat i v blizkosti kofend rostlin,
tzv. rhizosféfe, ale mize probihat pravdépodobné i ve volné pudé. Smercina et al. (2019) se
domnivaji, Ze vétSina dusiku v pidé je pravdépodobné fixovana V bezprostfedni blizkosti
kofenti, spiSe nez v okolni volné piad¢ vzhledem k vysoké aktivité mikroorganismu
podporovanych rhizodepozici. Hodnota fixace byla stanovena az na 47 kg N ha? rok?
(Cleveland et al., 2022), coz ztéto niky déla potencionalné¢ nejvyznamnéj$i misto pro
nesymbiotickou fixaci N2 v lesich. Do dnes$ni doby neni pfili§ mnoho studii, které by se touto
nikou konkrétnéji zabyvaly (obrazek 4a). Data z volné pidy jsou velmi vzacna (Hyodo et al.,
2021). Craine at. al. (2015) namé&fili mirné zvyseni 8*°N u vzorki z volné piidy, coz dokazuje,
Ze iV této nice fixace probiha. Hodnoty rychlosti fixace dusiku pro tuto niku jsou vSak

zanedbatelné.
Jina prostredi nesymbiotické fixace

Na nesymbiotické fixaci se mohou podilet i termiti, mravenci nebo dal$i hmyz. Naptiklad
termiti jsou schopni ve svych stfevech fixovat az 80 % dusiku, ktery potfebuji pro Zivot

a nejsou schopni ho pfijmout v potravé (Breznak et al., 1973).
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Dalsimi odlisSnymi prostiedimi, kde fixace probiha, jsou napiiklad krunyie krabu
houslista, které maji mikrobialni ochranny film plny sinic a bakterii schopnych fixovat dusik.
Tim se stavaji jednim z hlavnich mist pro biologickou fixaci dusiku v mangrovovych
ekosystémech (Zilius et al., 2020). Fixace byla objevena i v arktickych ledovcich, kdy byla
zpozorovana aktivita nitrogenazy v dutindch ledovci, kam se postupem casu navaly zbytky
prachu a ¢astic kamend s mikroorganismy (Telling et al., 2011). Bylo zjisténo, ze fixace N2

probiha i ve vykalech nekterych druht savct, naptiklad hrabosu (Li and Maser, 1986).

1.1.4.3 Fixace specifickych prostiedi (mechy, lisejniky a biokrusty)

Tato specificka prostfedi jsou kombinaci vétSiho zastoupeni volné Zijicich fixujicich
organismi a minoritnich symbioticky zijicich fixatord. Mnoho terestrickych povrchi je
pokryto skupinami organismi, z nichz nékteré ziskavaji ziviny z anorganickych zdroju
s pomoci energie ze slune¢niho zatfeni (Elbert et al., 2012). Tyto povrchy se muzou skladat
z kombinace mechd, liejnikd, sinic, fas a hub a dalsich organismua (Cleveland et al., 2022).
V ekosystémech nachazejicich se ve vétsich nadmoiskych vyskach jsou dulezitymi fixatory
N2 mechy rodu Sphagnum. V borealnich a arktickych ekosystémech dosahuji zna¢né velké
biomasy a mohou byt schopny fixovat az 35 kg N ha® rok* (Rousk et al., 2016). Naproti tomu
povrchové lisejniky jsou hojné rozsitené napiic riznymi ekosystémy (obrazek 4a). Odhady
miry jejich fixace N2 se pohybuji 0,1 - 100 kg N ha rok™. Odhadované miry v jednotlivych
studiich se vSak velmi lisi, ale vétSina jim pfipisuje velky vyznam (obrazek 7; Cleveland et al.,
2022). V ne pfilis§ priznivych podminkach, napt. mista vystavena intenzivnim teplotam nebo
po velkych disturbancich, tvoii mikroorganismy tzv. biologické krusty. Casto se skladaji
z castic pudy, sinic, fas, liSejnikd nebo mecht Zijicich na nejsvrchnéjsich milimetrech pidy
(Belnap and Lange, 2003). Tyto specifické povrchy jsou schopny fixovat az 25 kg N ha rok”
! (Zhao et al., 2010). Celkové jsou tyto skupiny organismii schopny fixovat az 30 % dusiku
z celkové miry biologické fixace v Evropé (Elbert et al., 2012). V lesnich ekosystémech se
vSak biokrusty pfili§ Casto nevyskytuji (Cleveland et al., 2022). Jako v ostatnich skupinach
jsou i zde nejvyznamnéjSimi faktory ovliviwujici fixaci: teplota, voda a kvuli pfevazujicimu
foto-autotrofnimu zptsobu zivota i intenzita slune¢niho zafeni. Vlhkost je pro fungovani
biokrust kriticka, protoze jsou fyziologicky aktivni pouze v mokrém stavu (Cleveland et al.,
2022).
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1.1.4.3.1 Faktory ovliviyjici nesymbiotickou fixaci N Vv lesnich pudach

Z abiotickych faktorti nejvyznamnéji ovliviuje fixaci teplota, vihkost a dostupnost
kysliku. Bylo zjisténo, ze optimalni teplota pro aktivitu enzymu nitrogenazy je 25 °C.
Nitrogenaza je velmi citliva také na ptitomnost kysliku. Piesyceni okoli kyslikem proto mize
vést k jejimu neostateCnému fungovani, atak ik menSimu mnoZstvi fixovaného dusiku
(obrazek 6; Mohammadi et al., 2012). Optimalni obsah kysliku byl stanoven na 2 % (Hicks et
al.,, 2003). Pravé voda zajistuje, aby byla nitrogendza c¢asteéné oddélena od vysoké
koncentrace kysliku. Dostate¢na vlhkost je dileZita i pro pfeménu atmosférického dusiku na
amoniak a dale zajiStuje transport amoniaku skrze rostlinu nebo pudu (Seuss et al., 2022).
Podle Son (2001) se mira biologické fixace muize lisit také v ramci vyvojovych stadii lesa, kdy
jeji mira s postupem Casu klesa tim, jak les dospiva. Jako diivod se uvadi, ze s postupem Casu
se v lese snizuje pocet rozkladajiciho se dfeva (podzemniho i nadzemniho) a tim se zmensuje

i jedna z nejhojnéji dusik fixujicich nik v lesnich ekosystémech (Son, 2001).
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Obrazek 6: Vysledky laboratorniho experimentu méfeni rychlosti fixace N2 s kulturou Azotobacter vinelandii v zavislosti na
poméru C/N substratu a koncentraci kysliku v prostfedi. Rozdilné barvy kiivek reprezentuji odlisné koncentrace Oz
Vv kulturach. 100 % Oz2 je rovno 225 pM.« +* reprezentuje vysledky z metody acetylenové redukce. ,,+* znazoriiuje data
inkorporace dusiku. Pomé&r C/N byl stanoven pfi konstantni dostupnosti amoniaku 2,5 mol m=. Rychlost fixace je uviddéna

v nmol mint mg proteinu? (upraveno podle: Inomura et al., 2018)

vvvvvv

dusiku souvisi S pomérem uhliku a dusiku v pudé (C/N), podle kterého se odviji rychlost
rozkladu organické hmoty. Pokud je pomér C/N v piid€ vysoky, organismy zvysuji poptavku
po dusiku a mira jeho zafixovani z atmosféry je vyssi (obrazek 6; Gundersen, 1991). Pomér

C/N obvykle klesa do hloubky ptadniho profilu tim, jak se snizuje obsah organické hmoty.
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Obecné by tedy mineralni horizonty mély mit nizsi miru fixace N2, nez vySe se nachazejici
a na organickou hmotu, tim i uhlik, bohats§i opadové a organické horizonty. Nohrstedt (1985)
Vv jehlicnatych a smiSenych lesech naméfil v priméru 9-krat mensi aktivitu nitrogenazy ve
vzorkach odebranych z pudnich profilti v hloubce 3 - 6 cm, oproti vzorkiim z povrchové vrstvy
puady (0 - 3 cm). S hloubkou by mohl klesat i genovy potencial mikroorganismu pro fixaci
dusiku (nifH gen) (Piotrowska-Dtugosz et al., 2022).

Dalsi z zivin, kterda fixaci dusiku v pidach muze limitovat, je molybden (Mo).
Molybden je koofaktorem pro nitrogenazu. Studie v pudach borealniho lesa odhalila, Ze po
pfidani molybdenu do pudy byla biologicka fixace dusiku az Ctyfnasobna oproti kontrole
(Rousk et al., 2017). Barron et al. (2008) se domnivaji, Ze lesy rostouci na kyselém podlozi
budou obsahem molybdenu v pidé spiSe omezeny. Molybden je totiz v kyselém prostiedi
nachylny k vyplavovani, z pud se ztraci (Reed et al., 2013) a stava se limitujicim prvkem.
Nitrogenaza mutize obsahovat i jiné prvky nez molybden. Témi jsou vanad (V) a zelezo (Fe).
Vliv téchto prvkil na fixaci dusiku je malo prozkouman, avsak ptredpoklada se, ze budou
ovliviiovat rychlost fixace dusiku stejné jako molybden. Nejvétsi vyskyt téchto druht

nitrogenaz s V a Fe byl objeven v biokrustach (Bellenger et al., 2020).

Jinym faktorem ovliviiujicim fixaci dusiku je pH pldy. Nohrstedt (1985) uvadi, ze ¢im
je puda kyselejsi, tim je mira biologické fixace N2 nizsi (obrazek 7). Neina (2019) tvrdi, na
zaklad¢ vlastnich stanoveni, Ze pH optimum pudy pro biologickou fixaci je mezi 6 - 8. Hlavni
pfi¢inou mize jednoduse byt, ze s klesajicim pH pudy obecné klesa i jeji mikrobidlni aktivita
(Nohrstedt, 1985). V jehli¢natych lesich se pH pudy pohybuje v priméru okolo 5,5 (Granhall
and Lindberg, 1978), ale mtize klesat az k 3,5. Kyselost pudy v jehli¢natych lesich zptisobuje
zejména jehli¢naty opad, ktery je kvuli vysokému obsahu ligninu a pryskyfici (terpeny) jen
pomalu rozloZitelny. K pomalému rozkladu pfispiva také vyssi vlhkost anizka teplota
systémll, kde pfevazuji temperatni a borealni jehlicnaté lesy. Samotné jehlice obsahuji
I organické kyseliny, které ptidu prirozené okyseluji. V jehli¢natych lesech je proto ocekavana
niz8i rychlost biologické fixace N2, nez v lesech listnatych (Kyveryga et al., 2004). Na druhou
stranu Berg (1986) uvadi, ze s vysokym obsahem ligninu v opadu jehli¢natych lest roste

pomér C/N a tim padem by mohla rast i fixace No.
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Aktivita nitrogenazy

pH

Obrazek 7: Regresni piimka (Y = -11,09 + 3,33X; r = 0,9257) a 95 % interval spolehlivosti pro vztah mezi aktivitou
nitrogen4zy a pH ve svrchnim mineralnim horizontu pid jehli¢natych lesii. Aktivita nitrogenazy je v jednotkach nmol CoHa
v jadie h't (upraveno podle: Nohrstedt, 1985).

Celosvétove jsou v soucasnosti jehlicnaté lesy v dasledku lidské ¢innosti dusikem spiSe
pfesyceny (saturovany). Celkové bylo zjisténo, Ze piebytek dusiku v pudé snizuje fixaci
atmosférického dusiku (Gundersen et al., 1998) v priméru 0 19 % (napfi¢ ekosystémy 17,7 -
20,3 %) (Zheng et al., 2019). Ptebytek dostupného mineralniho dusiku v ptidé stimuluje rtst
vétvi na ukor kotentl. Stromy se tak stavaji strukturné slabsimi a nachylné;j$imi k utoku hmyzu
a obecné k disturbancim (Rotter et al., 2020). Pokud je les Casto naruSovan, muze se
pravdépodobné mira biologické fixace lisit i v dusledku zvySené heterogenity prostiedi po
disturbanci. Obecné feceno, prebytek dusiku v padé také zvysSuje mikrobialni aktivitu, coz
vede ke zvySené mobilité N v pudach a pievaze procest nitrifikace a denitrifikace. Dusik se
proto bud’ z plidy vyplavuje, nebo je denitrifikovan na plynné formy (napt. N20), které se
uvolnuji zpét do atmosféry (Britton et al., 2023). Oulehle et al. (2021) pomoci méteni
piirozeného vyskytu °N, v temperatnich lesich stanovili miru ztrity N Vv plynnych
skupenstvich na 2,5 kg N ha™! rok2, coz tvoii az 20 % celkové depozice. Celkové v dusikem
vice saturovanych systémech (S nizkym C/N ptd) mohou ztraty N v plynné a rozpusténé
formé dosahovat i 16 kg ha® g N rok ! (Oulehle et al., 2021). Tahovska et al. (2023) nasledng
zjistili, Ze v padach snizkymi plynnymi ztrdtami N, tedy V pldach spiSe dusikem
limitovanych, muze byt fixace N2 vyznamnym procesem. Nadmérny vstup dusiku do
ekosystéml méni i slozeni celych lesnich rostlinnych spolecenstev (Rotter et al., 2020). Tim
padem se miize ménit i rychlost fixace N2, protoze bylo ukazano, ze rychlost fixace zavisi také

na slozeni vegetace (Gruber and Galloway, 2008).
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1.2. Méfeni fixace dusiku v padach

Meéieni fixace dusiku v piid¢é se mize provadét riznymi metodami. Metoda se vétSinou
vybird na zaklad¢ toho, jaky druh fixace chceme stanovit, spolecné s tim, za jakych podminek
(napf. in vitro, nebo in vivo) (Herridge and Giller, 2016). Napiiklad ureidova metoda se
pouziva pii méfeni nedavné biologické fixace N2 symbiontem. Technika spociva v méteni
koncentrace dusikatych latek (alantoinu, kyseliny alantoové, aminosloucenin a dusi¢nant),
které¢ jsou spojeny s fixaci N2, V odebrané mize xylému rostlinnych hostiteli. Vysledné
hodnoty urcuji zdroje dusikt, které jsou v nizkém Case (do 30 minut) asimilovany rostlinami.
S vyuzitim ptidniho N (NOs., oo amino-N) a vyslednymi daty z ureidové metody se odhadne
parametr Pfix (podil rostlinného N pochazejiciho z fixace N2). Tato metoda se nejcastéji
vyuziva u bylinnych druht lusténin (¢eledi Phaseoleae a Desmoieae). Nevyhody této metody
byvaji v nutnosti kalibrovat vypocty podle hostitele a symbionta, kdy je ob¢as nutné kalibraci
provést znovu | béhem experimentu. Vyhodou této metody je ¢asova a finanéni nenaro¢nost

(Peoples et al., 2002).

Dv¢ z hlavnich metod, které se pouzivaji pro stanoveni rychlosti nesymbiotické fixace,
jsou technika acetylové redukce a inkorporaéni izotopova metoda vyuzivajici °N znaceny
N2 (Herridge and Giller, 2016). Acetylenova redukce méfi aktivitu nitrogenazy, kdy dochazi
k redukci trojvazebnych molekul acetylenu na etylen. Vyhodou metody acetylové redukce je
jeji jednoduchost a finan¢ni nenarocnost (Peoples et al., 2002). Jde vsak zaroven 0 metodu
nepiimou, coz je jedna z jejich nevyhod. Nepfesnosti mohou vznikat tim, ze acetylen miize
byt zaroven inhibitorem koenzymu nitrogenazy. Vysledny etylén je slozkou potiebnou pro
rast rostlin a k pfenosu jejich signalt, tudiz je také produkovan rostlinami a bakteriemi
pfirozené, coz miiZze také ovlivitovat vyslednou rychlost fixace N2. Rychlosti stanovené touto

metodou tedy byvaji ¢asto nadhodnocené (obrazek 6).
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1.1.5 Inkorporacni izotopova metoda

inkorporaéni izotopova metoda. Ta p¥imo porovnava mnozstvi zafixovaného izotopu °N;
u vzorkti, kterym byl izotop poskytnut béhem inkubace za optimalizovanych podminek,
s kontrolnimi vzorky (izotopu nevystavené) (Warembourg, 2012). Jde tedy o potencial fixace
N2 v kontrolovanych podminkach. K vyzkumu se vyuziva izotop °N (vyskyt 0,36 %), protoze
se Vv pfirodé pfirozené vyskytuje v mnohem mensim mnozstvi nez N (vyskyt 99,64 %)
(Wannicke et al., 2018). Vysledny pomér izotopi N v pudé se analyzuje na izotopovém
hmotnostnim spektrometru (Santriiéek et al., 2018). Tato metoda jde snadno rozsifit o faktory,
které miizou inkorporaci ©®N ovlivnit (napf. koncentrace Oz, pfidani zdroje uhliku). Jako
nevyhoda byla zjiSténa nachylnost ke kontaminaci vzorki pfi provadéni metody a to jinymi

plyny ze zdrojového zasobniku N, (napt. amoniakem) (Smercina et al., 2019).

Velka ¢ast pudnich diazotrofii jsou zaroven I heterotrofové. Jsou proto velmi nachylni
na vykyvy resp. stabilitu podminek prostiedi, coz zahrnuje dostate¢nou vlhkost, dostupnost
potfebnych zivin aoptimalni vyménu plynl. Nedosazenim optiméalnich podminek pii
experimentu se mize stat, ze naméfené hodnoty biologické nesymbiotické fixace N2 mohou
byt nulové nebo artificialni (Warembourg, 2012). Smercina et al. (2019b) zjistili, Ze miru
fixace pii inkorpora¢ni metod¢ ovlivituje i doba inkubace. Pro své vzorky stanovili optimalni
dobu na 7 dni pfi 60 % maximalni vodni kapacity vzorki a5 % O2. VSe ale doporucuji
individudlné¢ zménit podle charakteristiky vlastnosti vzorkti ptdy, protoze rozdily pfi
optimalizaci inkorpora¢ni metody byly velké. Napiiklad u 7 denni inkubace byly naméteny
hodnoty 163 x vétsi nez U inkubace jednodenni (Smercina et al., 2019), coz naznacuje, Ze se
mikrobni spolecenstvo diazotrofli postupné¢ b&hem inkubace stavalo aktivnéjSim,
pravdépodobné v disledku postupného ptizptisobeni podminkdm prostiedi. V ptipadé, Ze se
ocekava vysoka rychlost fixace dusiku, tak se mlize stat, Zze delSi doba inkubace nemusi ale
ptesné odhadnout potencidl diazotrofi pro fixaci N2. Doporucuje se proto pfizplsobit dobu
inkubace podle typu ekosystému za ufelem minimalizovat zmény v mikrobialnich
komunitach. V ekosystémech s potencialné vysokou mirou fixace N2 (tropické destné lesy) se
doporucuje doba inkubace nizsi. AvSak ekosystémy s niz§im potencidlem fixace N2, jako
napftiklad tundry nebo temperatni lesy, vyZaduji prodlouZit dobu inkubace minimalné na 7 dnil

(Smercina et al., 2019).
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1.1.6 Kvantifikace bakterialniho genu NifH

S rychlym vyvojem techniky, a tim i metod molekularni biologie, se v poslednich letech
rozsitily | zpusoby méfeni biologické fixace N». Jedna z téchto novéjsSich metod zahrnuje
kvantifikaci bakterialniho genu nifH. Pomoci této metody muzeme urcit mnozstvi (kvantitu)
genu zodpovédného za fixaci N2 vV odebraném vzorku pidy. Gen zde slouzi jako takzvany
biomarker biologické fixace N». Uréuje pouze genovy potencial pro biologickou fixaci, a proto
je Casto dopliiovan ijinymi typy méfeni. Princip této metody spocéiva v extrakci veskeré
bakterialni DNA ze vzorku pudy, namnozeni sledovaného genu aurceni jeho pocetnosti
pomoci metody qPCR (kvantitativni polymerazové fetézové reakce) (Wallenstein and
Vilgalys, 2005). Pro studium fixace dusiku se pouziva gen nifH, ktery koduje jeden ze dvou
proteint (Fe protein), jenZ je obsazen vV komplexu nitrogenaza (obrazek 2; Jones et al., 1993).
V genové bance je ulozeno okolo 33 000 osekvenovanych vzorku nifH genu, které napomahayji
k sestaveni jeho fylogenetického stromu. S jeho pomoci se naptf. kompletuji informace

0 rozsifeni nitrogenazy napfi¢ organismy a zaroven i 0 jeji evoluci (Gaby and Buckley, 2014).

1.3. Hypotézy

l. Ve vzorcich ptid malych lesnich povodi CR bude rychlost fixace N2 méfitelna
laboratorné pomoci N2 inkorpora¢ni metody. Rychlosti se budou lisit napii¢
povodimi, aiVvramci odebranych horizonti s tim, Ze v organickém horizontu
(smé&s horizonti Of+h) bude naméfen potencial vys$i nez v mineralnim
(A horizont).

Il. Rychlost fixace bude odpovidat kvantité nifH genu, ktera bude také vyssi

v organickém horizontu, nez v mineralnim.
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2. Material a metody
2.1 Lokality odbéru pidnich vzorkt

Pouzila jsem pudy z malych lesnich povodi z vyzkumné sit¢ projektu GEOMON
(Geochemicky Monitoring — projekt Ceské Geologické Sluzby, obrazek 6) (“O projektu —
GEOMON,” 1994). Vybrana povodi (0 rozlohach 21 - 254 ha) se nachazi v podhorskych az
horskych &astech Ceské republiky (primérma nadmoiska vyska od 471 do 1301 m n. m.).
Vsechna povodi, az na dv€, maji kysela podlozi. Lokalita Pluhiv Bor lezi na hadci a povodi
Na Zeleném ma jako podklad bridlice. Prevladajicimi ptidnimi typy jsou kambizemé, podzoly
a stagnosoly (Oulehle et al., 2017). Vegetacni pokryv vétsiny lokalit tvoii smrk ztepily (Picea
abies). Pouze dvé povodi maji jako dominantni pokryv listnaté stromy (buk lesni, Fagus
sylvatica, lokality: Lesni potok a Polomka) a povodi Modry potok ma vegetaci alpinského
charakteru.

A Povodi GEOMON

Krajinny pokryv

B Urbanni plochy
Zemddblska pida
Lesni pida

B Vodni plochy
Vodni toky

Obrazek 6: Mapa rozmisténi povodi sit¢ GEOMON - JEZ — Jezefi, LYS — Lysina, PLB — Pluhtav bor, LIT — Litavka, LES —
Lesni potok, LIZ — Liz, ANE — Anensky potok, SAL — Salacova Lhota, LKV — Loukov, POM — Polomka, UDL — U Dvou
lougek, CER — Cervik, UHL — Uhliiska, MOD-Modry potok (pfevzato z: O projektu — GEOMON, 1994)
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2.2 Odbér pltidnich vzorka

Puda byla odebrana z kvantitativnich ptadnich sond (Oulehle et al.,, 2021b) b&hem
vegetacéni doby rostlin a rozdélena na kombinovany organicky horizont (Of+h) a Svrchni
mineralni, na organicky material bohaty, horizont (A), do maximalni hloubky 10 cm. Pocet
odebranych vzorkti v daném povodi se pohyboval v rozmezi 5 - 13 v zavislosti na velikosti
povodi. Pozice sond byla vybirana tak, aby charakterizovala nejéastéji se vyskytujici lesni
vegetaéni pokryv a topografii v kazdém povodi. Cerstvé odebrané vzorky byly na misté
presety pies 0,5 mm sito. Pro molekularni analyzu byla ¢ast vzorkt ihned po pfeseti

zamrazena. Ke stanoveni miry fixace byly vzorky skladovany pii 4°C po dobu jednoho tydne.

2.3 Pidni analyzy

2.3.1 Stanoveni suché hmotnosti pidy

Podil susiny jsem stanovila zvazenim pudnich vzorki pied a po vysuseni po dobu 5 h

pii 105 °C.

2.3.2 Kuvantifikace NifH genu
2.3.2.1 Extrakce pudni DNA

Ze zamrazenych vzorkil jsem navazila pfesné mnozstvi pudy v rozsahu 0,245 - 0,255
g do PowerBead Pro Tubes (DNeasy PowerSoil Pro Kit, QIAGEN, Némecko) a dale jsem
postupovala podle protokolu kitu. Vzorky jsem drtila po dobu 45s v beadbeatru (BioSpec
Mini-BeadBeateru 8, USA), a poté jsem vzorky centrifugovala pii 14000 g (Hettich MIKRO
185, Némecko). Finalni objem vyextrahované DNA byl 80 ul. Ziskana pidni DNA byla
uskladnéna pii -80 °C.

2.3.2.2 Stanoveni koncentrace pidni DNA

Koncentraci DNA jsem méfila na spektrometru (Quantus, Promega, USA). TE Buffer
jsem namichala z 20x zfedéného roztoku TE (Thermo Scientific, USA) a molekularni H.O
vpoméeru 1:20 pl. Vysledny buffer jsem pouzila k vytvoreni QuantiFluor Dye Solution
v poméru 199:1 ul s QuantiFluor Dye (Promega, USA). Pro kalibraci pfistroje jsem pouzila

blank a standard (tabulka I). Nasledn¢ jsem méfila koncentraci DNA U jednotlivych vzorkd.
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Tabulka I: Podil jednotlivych slozek pro pfipravu blanku, standardu a méfenych vzorkd pro pfistroj Quantus (Promega,

USA).
VZOREK 96 ul 1x TE BLANK 100 pl 1= TE STANDARD 4pl DMA standard
4 pl DNA vrorek 100 pl DYE solution 196 pl 1x TE
100 pl DYE sclution 200 pl DYE solution
2.3.2.3  Kuvantifikace nifH genu metodou gPCR

Vyextrahovanou DNA jsem podle zméfené koncentrace natedila v takovém poméru,

aby si byly vzorky vyslednou koncentraci co nejpodobnéjsi. NejcCastéji jsem pouzivala

koncentraci 2:78, vzorek ku molekularni vodé. Takto nafedéné vzorky byly piipravené na

naneseni na desticku (tabulka II) pro stanoveni kvantity nifH genu pomoci kvantitativni

polymerazové tetézové reakce (QPCR).

Tabulka Il.: Obecné schéma rozloZeni produktii na desti¢ku pii qPCR.
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Pro stanoveni standartni kiivky, kterd obsahuje znamé mmnozstvi kopie genu nifH
(Gupta et al., 2019), jsem pouzila plazmidy z kultur Azotobacter vinelandii. Prvni roztok jsem
namichala v koncentraci 2:18 pl. Podle desitkového nasobného fedéni jsem vytvoftila dalSich
6 standardd, které mély vzdy o desetinasobek niz$i koncentraci nifH genu. Standardy
s koncentracemi nifH genu v rozmezi 102 - 107 jsem pouzivala jako standartni kiivku pfi

vSech nasledujicich gPCR métenich.

Jako pozitivni kontrolu, ktera slouzi k ovéfeni, zda byly veskeré ostatni komponenty
ptipraveny dobie, ¢i jestli primery funguji (Moldovan and Moldovan, 2020), jsem pouzivala
jeden ze vzorkli DNA, ktery byl 40 x nafedény molekuldrni vodou 0 poméru 78:2. Jako
negativni kontroly (Moldovan and Moldovan, 2020) jsem pouzivala molekularni H>O a Cisty
namichany MasterMix (tabulka I11).

Jako primery jsem pouzivala dvojici IGK3/DVV v koncentraci 1 uM. BSA, neboli

bovine serum albumin, jsem pouzivala ze zasobniho 1,2 % roztoku.

Tabulka I11.: Schéma poméri jednotlivych sloZek, podle kterych jsem michala Master Mix

ziklad MasterMix
1x vzorek (pl} | Pro 20 vzorkd (ul)
voda 5,86 146,5
FastStartSybrGreenMix 10,000 50,0
(Roche)

primer IGK3 0,200 0
primer DVV 0,200 50
BSA 0,240 6,0

DMS0 0,500 125

Do vsech jamek na desti¢ce jsem pipetovala vzdy 20 pul MasterMixu. Poté jsem podle
predem rozvrZzeného schématu pipetovala vzdy 3 pl vzorku DNA, standardni kiivky, pozitivni
kontroly nebo negativni kontroly. V§e ve dvou opakovanich. Ptistroj qPCR (StepOne qPCR
Tower, Applied Biosystems, USA) jsem nastavila na 40 cyklta (95°C/45s, 58 °C/30s, 72 °C/1
min) a pocate¢ni kvantitu 0,33971551. Celkova délka qPCR byla 170 minut. Prvni analyzu
dat jsem provadéla v systému StepOne qPCR Tower Software (Applied Biosystems, USA),
kdy jsem pouzivala threshold hodnotu 0,672482. Na zavér jsem pomoci elektroforézy
provadéla kontrolu vysledk ze vSech vzorkl pouzitych ptimo pii qPCR. Vyslednou kvantitu
nifH genu (primér z obou opakovani kazdého vzorku) jsem piepocitala na gram suché

hmotnosti pudy.
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2.2.3 Stanoveni potencialu biologické fixace pomoci inkorporace °N;

2.2.3.1 Inkubace vzorkt s 1°N,

Navazila jsem 1 g presetého cerstvého pudniho vzorku do 12 ml plynotésné
uzaviratelnych sklenénych zkumavek. Pudu jsem ovlhé¢ila 0,25 ml destilované vody,
zkumavky lehce uzaviela Sroubovacim uzavérem a pred-inkubovala po dobu tfi tydnt
Vv inkubatoru (Sanyo, Japonsko) o teploté¢ 20 °C. Vzdy po sedmi dnech inkubace jsem
zkumavky oteviela a nechala 10 minut vyvétrat, zaroven jsem je po 14 dnech znovu ovlhéila
0,25 ml destilované vody. Po pted-inkubaci jsem vzorky vyvétrala a posléze plynotésné
uzavrtela vicky s gumovymi septy. Z kazdé zkumavky jsem injekéni stiikackou s jehlou pres
septum odsala 2 ml vzduchu z plynné faze nad vzorkem a nasledné vstiikla 2 ml izotopové
znaceného dusiku N2 (N2, 98 %+, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA). Po oznadeni
jsem vzorky inkubovala po dobu jednoho tydne pii 20 °C. Po uplynuti doby inkubace jsem

zkumavky otevitela a vzorky susila v susarné¢ (Memmert, Némecko) pii 60 °C po dobu 5 dnu.

2.2.3.2 Ptiprava vzorkl pro analyzu poméru izotopa

Vysu$ené vzorky znac¢enych pud a kontrol jsem rozdrtila v oscilaénim kulovém mlynu
(Retsch, MM 400, Némecko), vzdy po dobu 2 minut na frekvenci 29/s. Namleté vzorky jsem
vazila na mikrovahach (Sartorius, Némecko) v rozmezi 6 - 7 mg do cinovych kapsli (5x9 mm,

Sercon, Anglie), které jsem poté zabalila.

2.2.3.3 Analyza poméru izotopli pomoci pomérové hmotnostni spektrometrie

Pomér N/*N spoleéné s celkovym mnozstvim N ve vzorku byl stanoven pomoci
izotopového hmotnostniho spektrometru (Delta X Plus, Finnigan, Némecko) propojeného

s NC analyzatorem (Elementar FLASH 2000, Thermo Fisher Sci., Némecko).
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2.2.3.4 Vypocet rychlosti fixace
Rychlost fixace N2 jsem spocitala nasledujicim zptsobem (1):

(AE{XTN;)
(AEgtmxt)

1)

kde AE; reprezentuje atomprocenticky nadbytek (atomprecent excess), vypocitany jako
rozdil atomprocenta (%) °N pady vzorki obohacenych oproti atomprocentu (%) °N pady
kontrolnich vzorki. TN;j je celkové mnozstvi N ve vzorku v gramech, t je ¢as inkubace ve
dnech a AEam charakterizuje atomprocenticky nadbytek Vv atmosféfe nad vzorkem po
zohlednéni obsahu N piidaného v priibéhu experimentu a veskerého N Vv atmosféie nad
vzorkem (i s predpokladem ptirozené koncentrace *N; a °Ny). Vysledna rychlost fixace je
uvadéna v ng N gt d? (Roley et al., 2018).

2.2.3.5 Analyza dat

Data jsem analyzovala v programovacim jazyce R (R Core team, 2021) a aplikaci RStudio
(RStudio team, 2020) se zvolenou hladinou signifikance p<0,05. Analyzu normalniho
rozdéleni dat (pro deltu °N, rychlost fixace N2 a kvantitu nifH genu) jsem provedla pomoci
Shapiro-Wilkova testu, ktery mi potvrdil normalitu rozdéleni, adata nebylo tieba

transformovat.

Rozdilnost §°N zna¢enych vzorkd a kontrol jsem analyzovala parovym t-testem. Pro
vizualizaci vysledkd jsem vyuzila bali¢ek gplots (Warnes et al., 2022). Rozdily v rychlosti
fixace N2 av kvantité¢ nifH mezi jednotlivymi povodimi a horizonty jsem podrobila, po
oveéfeni homogenity varianci Bartlettovym testem, dvoucestné analyze variance (ANOVA)
s naslednym Tukeyho HSD testem (post-hoc mnohonasobného porovnani). Vztah kvantity
nifH genu a rychlosti fixace, jsem ovétila pomoci Personova korela¢niho koeficientu, jelikoz
ofekavam linearni vztah proménnych. Dale jsem pouzila jednostranny t-test. Vizualizaci

vysledné korelace jsem vytvofila s pomoci knihovny lattice (Sarkar, 2008).
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3. Vysledky
3.1. Zména §*°*N b&hem inkubace pidy s 1°N>

Pro vSech 221 kontrolnich vzorki (pfiloha 1) byla naméfena & °N v priméru -1,219 +
2,089 %o. Delta ©®N vzorki experimentalné vystavenych °N; byla v priméru -1,653 + 2,056
%o. Dale jsem tedy porovnavala pouze zménu 8°N jen u vzorki, které inkorporovaly °N

(celkem 80 z 221 vzorki). § °N ve vzorcich z tohoto vybéru se zvysila v praiméru 0 0,128 +
2,056 %o (tso=-6,280, p<0,001; obrazek 7).

-1.0 4
-1.192
-1.2
-1378
14
£ -16 7 -1,659
QZ -1.786
w -1.8 ®
20 l
29 J -2.124
-2254
24 n=79 n=79
T T
kontrola znaceno

Typ vzorki

Obréazek 7: Zména § 15N jen pro vzorky, které vykazovaly inkorporaci *®N2. Smérodatna odchylka pro kontrolni vzorky je +
2,189 %o a pro vzorky vystavené 5Nz (znageno) + 2,056 %o. Usecky zna&i 95 % konfidenéni intervaly a symbol O znagi
priméry hodnot.

26



3.2. Rychlost fixace

Fixace byla zaznamenana u 80 vzorkt z 221, coz odpovida 36 % z celkového poctu
vzorkl napfi¢ vSemi povodimi. Z celkového poctu 14 povodi byla fixace, alespon vV nékterém
z odebranych vzorkiu, naméfena u 13 znich (tabulka 1V, obrazek 9). V ramci pravych
opakovani pudnich vzorkt odebranych v jednotlivych povodich bylo N2 fixujicich od 22 do
57 % (tabulka 1V). Pouze ve vzorcich z povodi U Dvou lou¢ek (UDL) nebyla zjisténa
inkorporace ®N2 do ptdy v zadném z odebranych pudnich vzorkd. Zaroven v zadném
Z povodi se nestalo, ze by byla rychlost fixace méfitelna u vSech odebranych vzorki. Nejvyssi
rychlost fixace byla zaznamenana u vzorku z povodi Modry potok z organického horizontu
(19,779 ng N g*! d?). Nevyssi primérnou rychlost fixace vykazovaly vzorky odebrané
v povodi Cervik (tabulka IV; 6,107 + 5,669 ng N g d!). Naopak nejnizsi primérna rychlost
(tabulka IV; 0,991 = 0,536 ng N gt d?) byla zjisténa u povodi Na Zeleném (obrazek 9).

Tabulka IV: Primérné rychlosti fixace dusiku v jednotlivych povodich pro oba pudni horizonty dohromady. Zkratky
povodi: JEZ — Jezeti, LYS — Lysina, PLB — Pluhtiv bor, LES — Lesni potok, LIZ — Liz, ANE — Anensky potok, SAL —
Salagova Lhota, LKV — Loukov, POM — Polomka, UDL — U Dvou lougek, CER — Cervik, UHL — Uhlitsk4, MOD-Modry
potok, NAZ- Na Zeleném. Zkratka SD znad¢i smérodatnou odchylku.

Povodi | Celkovy pocet Procento Primérna hodnota
odebranych fixujicich fixace [ng N gt d?]
vzorki vzorki

ANE 10 40% 2,711 (SD £2,101)
CER 20 20% 6,107 (SD +5,669)
JEZ 26 38 % 2,159 (SD +2,552)
LES 16 44 % 2,238 (SD +2,901)
LIZ 20 35 % 2,376 (SD £2,496)
LKV 14 50 % 1,934 (SD +2,559)
LYS 9 22% 1,698 (SD +0,502)
MOD 17 3B5% 6,084 (SD +6,517)
NAZ 13 1% 0,991 (SD +0,536)
PLB 10 50 % 3,559 (SD +1,176)
POM 14 57 % 2,869 (SD £2,906)
SAL 20 45 % 5,585 (SD +4,281)
UHL 20 35 % 1,887 (SD +2,701)
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V organickém horizontu byla primérna rychlost fixace ¢tyfikrat vyssi, nez v mineralnim
horizontu a dosahla vyse 4,645 + 3,185 ng N g d (F= 15,070; p<0,001; SD +3,736; obrazek
8). Rychlost fixace v mineralnim horizontu byla v priméru 1,112 +1,611 ng N g*d.

20 — o

Rychlost fixace N 5 [ng N g_‘d_']

Horizonty

Obrazek 8: Rychlost fixace N2 v organickém a mineralnim horizontu vSech povodi. Vodorovné ¢ary uvnité boxu znadi
mediany, obdélnik ohrani¢uje 1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici krouzky
vyznacuji odlehlé hodnoty. O — organicky horizont, A — svrchni mineralni horizont.
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Mezi jednotlivymi povodimi, ani ve spole¢né interakci obou faktorti (horizont x povodi),
nebyl ve fixaci dusiku zjistén rozdil (obrazek 9). V ramci jednotlivych povodi byly v Sesti

ptipadech prikazné vyssi rychlosti v organickych, nez v mineralnich horizontech (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Rychlosti fixace N2 v jednotlivych povodich a horizontech. Vodorovné ¢ary znaéi mediany, obdélnikové boxy
ohrani¢uji 1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici body vyznacuji odlehlé
hodnoty. Hvézdi¢ky znadi signifiantni rozdily (TukeyHSD) mezi horizonty v rdmci jednotlivych povodi. Zkratky povodi:
JEZ — Jezeti, LYS — Lysina, PLB — Pluhtiv bor, LES — Lesni potok, LIZ — Liz, ANE — Anensky potok, SAL — Salatova
Lhota, LKV — Loukov, POM — Polomka, UDL — U Dvou lougek, CER — Cervik, UHL — Uhliiska, MOD-Modry potok,
NAZ-Na Zeleném; O — organicky horizont, A — svrchni mineralni horizont.

29



3.3.  Kvantita nifH genu

Kvantita nifH genu byla stanovena a uspésné ovéfena elektroforézou (ptiloha 3) u 219
vzorkt z 221. V povodi Salacova Lhota, v horizontu A, nebyla zaznamenana pfitomnost nifH
genu U jednoho vzorku. Druhy vzorek, ktery mél nulovou kvantitu genu, pochazi z povodi
Loukov, také z horizontu A. U obou téchto vzorki byla zaroven nulova fixace No. Primérna
kvantita nifH genu pro viechny vzorky byla 9,029x10° + 2,202x10" kopii nifH genu g susiny
(ptiloha 3). Organicky horizont mé&l v priméru 1,479x10" + 1,767 kopii nifH genu g* susiny.
Pro mineralni horizont byla jeho kvantita nizsi 3,154x108 + 7,927x10° kopii nifH genu g*
susiny (obrazek 10).
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Obrazek 10: Kvantita nifH genu v organickém a mineralnim horizontu ve v§ech povodich. Vodorovné ¢ary uvniti boxu znaci
mediany, obdélnik ohranicuje 1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici krouzky
vyznacuji odlehlé hodnoty. O — organicky horizont, A — svrchni mineralni horizont.
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Vice se kvantita nifH genu li$i mezi pidnimi horizonty (F1,190=46,718; p>0,001; SD

2,202x10" kopii nifH genu g susiny; obrazek 11), nez mezi jednotlivymi povodimi
(F1,190=2,816; p=0,001; SD 2,202x107 kopii nifH genu g susiny), avsak oba rozdily jsou

signifikantni (obrazek 11).
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Obrazek 11: Kvantita nifH genu rozdélena podle povodi a pidnich horizonti. Vodorovné ¢ary uvnitf boxu zna¢i mediany,
obdélnik ohrani¢uje 1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici krouzky
vyznacuji odlehlé hodnoty. Pismena nad box ploty znazoriiuji vysledky mnohonasobného porovnavani kvantity genu mezi
povodimi (Tukey HSD), velka pismena pro organicky horizont, mala pismena pro mineralni horizont. Hvézdicka

s ¢ervenou Sipkou znaci, Ze ve vSech povodich byly prukazné rozdily mezi horizonty (Tukey HSD). O — organicky horizont,
A — svrchni mineralni horizont. Zkratky povodi: JEZ — Jezefi, LYS — Lysina, PLB — Pluhiv bor, LES — Lesni potok, LIZ —
Liz, ANE — Anensky potok, SAL — Salacova Lhota, LKV — Loukov, POM — Polomka, UDL — U Dvou lou¢ek, CER —
Cervik, UHL — Uhliiska, MOD-Modry potok, NAZ-Na Zeleném UHL-Uhlifska.
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3.4 VVztah mezi kvantitou nifH genu a rychlosti fixace N

Pro zhodnoceni vztahu jsem uvazovala pouze vzorky s naméfenou nenulovou rychlosti
fixace a k nim ptifadila odpovidajici kvantity nifH genu. Byla potvrzena pozitivni korelace
mezi primérnou rychlosti fixace N2 a primérnym vyskytem nifH genu (obrazek 12) (r=0,628,
n=13, p=0,01), ¢ili pokud byla fixace méfitelnd, zvySovala se jeji rychlost s kvantitou nifH

genu. Korelace ptes vSechny dusik fixujici vzorky byla také potvrzena (pfiloha 4).
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Obrazek 12: Korelace mezi priimérnou rychlosti fixace N2 pouze v povodich, kde byla fixace zji§téna, a praimérnou kvantitou
nifH genu. Hodnoty pro povodi jsou vyobrazeny v prumérech. Zkratky povodi: JEZ — Jezeti, LYS — Lysina, PLB — Pluhuv
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gplots (Warnes et al., 2022).
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4. Diskuze
4.1. Rychlost fixace

Nesymbioticka fixace N2 v pudach je obecné méné prozkoumanym procesem, avSak
Vv novodobé&jsich studiich se tomuto zplisobu fixace piidava na stale vétsi dilezitosti
(Cleveland et al., 2022). Reed et al. (2011) piedpokladaji, ze nesymbioticka fixace by méla do
nékterych ekosystémt dodavat stejné mnozstvi dusiku, jako fixace symbiotickd. Navic, Ladha
et al. (2016) stanovili, ze ma nesymbioticka fixace N2 potencial do ekosystému obecné dodat
13 - 22 % pottebného dusiku, coZ neni zanedbatelnd ¢ast celkovych vstupt dusiku.
Predpokladané odhady rychlosti nesymbiotické fixace dusiku se v jednotlivych studiich
pohybuji na pomérné Siroké skale (Davies-Barnard and Friedlingstein, 2020). Kazda dalsi

studie tedy mize pomoci tyto odhady pro jednotlivé ekosystémy zpftesnit.

V této praci jsem meéfila rychlost nesymbiotické fixace N2 ve volné pidé metodou
inkorporace *°Ny. Vzorky pochazely ze 14 lesnich povodi v Ceské republice z organického
a svrchniho mineralniho horizontu. Rychlost fixace N2, za optimalizovanych laboratornich
podminek, se pohybovala od 1 do 20 ng N gld?, s primérem 5+ 3ngNgidtal+2ngNg
'd? v organickém a mineralnim horizontu, v tomto poiadi. Rozdil byl mezi horizonty

prikazny. Mezi povodimi Se vSak rychlost fixace nelisila.

Rychlost fixace N2 v jinych studiich se obecné& pohybuje v rozmezi 70 ng N gd™ - 52 pg
N gtd?! (Guptaetal., 2019; Reed et al., 2008; Roley et al., 2018; Smercina et al., 2019). Vyssi
hodnoty pochazi spiSe z tropickych nebo nizinnych systémt. Hodnoty pro rychlost fixace
vV jehli¢natych lesich dosahuji v priméru 3 + 4 ng N gt d (Lovett et al., 2004). Hogberg et al.
(2017) uvadgji pro boredlni lesy hodnotu rychlosti fixace v rozmezi 1 — 3 kg N ha rok™. Tyto
hodnoty jsou srovnatelné s mou zjisténou primérnou rychlosti fixace, ktera je 2,19 kg N hat
rok™.

Dvé nejcastéji vyuzivané metody jsou technika acetylové redukce a inkorporaéni
izotopova metoda °N (Herridge and Giller, 2016), ktera byla vyuZita v této praci. Smercina
et al. (2019) ve své praci prezentuji, Ze v minulosti hojné€ vyuzivana metoda acetylové redukce
muze zplisobovat nepiesné méfeni rychlosti fixace. Zaznamenali rozdily v rozmezi 1,3 - 52
ug N g*d? pii pouziti metody acetylové redukce a inkorporaéni izotopové metody U stejnych
vzorkt pud napfic raznymi ekosystémy. Tyto nepiesnosti v méfeni jsou podle autort

zpusobeny principem acetylové redukce, ktera vysledky nadhodnocuje. Problémovym se zda

33



vznikajici etylen, ktery je zaroven potiebny pro rust rostlin a ptenos jejich signald. Vyskytuje
se proto Vv blizkosti rostlin a mikroorganismi naprosto pfirozené. Jeho hodnoty z tohoto
divodu byvaji nadhodnocené (obrazek 6; Peoples et al., 2002). Mnou naméfené rychlosti
fixace inkorporaéni metodou se pohybuji v jednotkach az desitkach ng g™ d%, tedy srovnatelng
s vysledky jinych studii tohoto typu. Hodnoty rychlosti fixace ze studii, které pouzivaly
metodu acetylenovou (Reed et al., 2008; Roley et al., 2018; Smercina et al., 2019), se
pohybovaly v jednotkach az desitkach pg g* d?, tedy fadové vyssi.

Vysledky ukazuji, ze vliv horizontu byl vyznamny (obrdzek 8). Ocekavala jsem, Ze
mineralni horizont, ktery se nachdzi ve vétsi hloubce pidniho profilu a obsahuje mensi
mnozstvi organické hmoty, ktera je navic jiz vice pietvofend v porovnani s organickym
horizontem, bude mit niz$i rychlost fixace N2 coz se potvrdilo. V spodné&jSich ptdnich
horizontech je inasledkem niz§iho mnoZstvi substratu iniz§i mikrobialni aktivita
(Santrii¢kova et al., 2018). S tim, jak klesa v ptidé mnoZstvi a kvalita organické hmoty, a tedy
i pomér C/N substratu pro mikroorganismy, poptavka organismii po nové fixovaném N>
aijejich aktivita mize byt niz§i z divodu vétsi limitace uhlikem. Stejné vyznamny rozdil
V hodnotéach fixace napfic¢ horizonty zaznamenali Kreibrich and Kern (2002), kdyz naméfili
metodou acetylenové redukce 3x vétsi rychlost fixace u vzorku z hloubky do 5 cm nez v téch
od 5 cm do 10 cm hloubky. Negativni korelace rychlosti fixace s hloubkou pudy byla
potvrzena do hloubky az 50 cm v piadach lesnich ekosystému (Son, 2001).

Radové rozdilné hodnoty rychlosti fixace nap#i¢ studiemi ze stejnych ekosystémi a fakt,
Ze U vétsiny vzorkd (64 %) povodi GEOMON jsem fixaci N2 nezaznamenala, mizou byt dany
jednak (i) vysokou pftirozenou variabilitou prostiedi lesnich pad (Baldrian, 2017), nebo (ii)
rozdilnou manipulaci se vzorky a nastavenim parametrti inkubace pud. Jsou znamy ruzné
alternativy pii provadéni techniky inkorpora¢ni izotopové metody *°N.. Inkubaéni teploty
muzou byt rozdilné, je dulezité dbat na nizs$i procento Oz a dostate¢nou vlhkost vzorki.
Odebrané vzorky se mtzou pied inkubaci obohatit nejen o vodu, ale i 0 zdroj organického
uhliku. Jednim z faktort, ktery ovlivituje rychlost fixace N2 je teplota. Rousk et al. (2016)
zjistili vztah mezi rychlosti fixace N2 a nadmotskou vyskou. Jedna z pfi¢in tohoto jevu mize
byt, Ze ve vySsich nadmotskych vyskach je nizsi primérna teplota, coz muze ovliviiovat funkci
enzymu nitrogenazy, ktery katalyzuje reakci Stépeni trojné vazby Nz, a ktery ma teplotni
optimum funkce 25 °C (Mohammadi et al., 2012). My jsme pro inkubaci ptad pouzili teplotu

20 °C, tedy o pét stupnti nizsi nez je optimum, ale ktera vice odpovida niz§im namétenym
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prumérnym ro¢nim teplotam vzduchu pro lokace sit¢ GEOMON (6°C - 9°C; Oulehle et al.,
2021a). Nadmotska vySka zkoumanych lokaci se pohybuje v rozmezi 500 - 1300 m n. m..
Primérné nizké teploty a vyssi nadmoiskda vyska pak proto mizou vysvétlovat nizsi
a Castokrat i nulové rychlosti fixace N2. Naptiklad pady v povodi Polomka fixovaly dusik v 57
procentech piipadt odebranych vzorkt (nejvyssi procento fixovanych vzorkd ze vSech
povodi; tabulka IV) a zaroven se pramérna teplota povodi pohybuje na vyssi skale (8°C). Pro
presngj$i stanoveni maximdlniho potencidlu rychlosti fixace v pudach by bylo potieba
inkubovat vzorky pfi vice teplotach a zjistit optimalni teplotu, na kterou jsou mikroorganismy
V téchto spiSe vyse polozenych pudach adaptovani. Teplotu inkubace jsem pro mé vzorky
pozmeénila od vSeobecného optima, protoze se vzorky pievazné nachdzely ve vyssich
nadmoiskych vyskach a tim se mize optimalni teplota metabolickych procest snizit (Briones,
2018). Dalsim dalezitym faktorem, ktery ovliviiuje fixaci dusiku, je pH pudy (obrazek 7;
Nohrstedt, 1985). Vétsina pudnich vzorki se odebirala v lesich, kde dominoval smrk. Na tiech
lokacich (Jezefi, Lesni Potok a Polomka) se nachazely i listnaté druhy vegetace. V GEOMON
lokacich se pH pidy pohybovalo od 4,5 az do 3,7 (Oulehle et al., 2021b). Pro pady povodi se
smiSenymi lesy byly naméfené vyssi hodnoty pH (4,6 - 4,3). Primérné miry fixace pro né

Vv

Lhota; pH 3,7) také nebyly naméteny prikazné niz§i hodnoty nez v ostatnich povodich.

V nékterych studiich, se kterymi jsem sva data porovnavala, nebyly vzorky po odebrani
presety (Gupta et al., 2019; Reed et al., 2008), takze obsahovaly i zbytky kofend rostlin.
Mikroorganismy se vice vyskytuji a jsou aktivnéj$i v oblasti kofent a kotfenovych vlaska
z divodd vyuzivani rhizodepozice (Santrickova et al., 2018). Ztohoto divodu lze
predpokladat, Ze na mnozstvi dostupného uhliku (energie) narocnym diazotroftim, se 1épe
bude dafit v pfitomnosti kotent a rychlost fixace N2 by mohla byt v jejich ptitomnosti vyssi.
M¢ vzorky byly homogenizovany pfes sito s velikosti oka 0,5 mm, tudiz $lo spiSe 0 volnou
pudu, kterda byla kofenli v podstaté¢ zbavena. Jelikoz se vzorky nebylo ihned po odbéru
pracovano, byly skladovany pii teploté 4 °C. Nasledné byly pted vlastnim stanovenim fixace
N2 tfi tydny pied-inkubovany pti 20°C, a ovlhceny na jejich 50 — 80 % maximalni vodni
kapacity. Piestoze tedy byly mikroorganismy pravdépodobné uvyklé teploté¢ 20°C a pidy
nebyly suché, nemohu vyloucit, Ze propracovangjsi optimalizaci parametri inkubace, ptipadné
méfenim fixace N2 ihned po odbéru, by mohlo byt dosazeno vysSich rychlosti fixace Np,

ptipadné by mohlo vétsi procento vzorkt v povodich dusik fixovat.
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Pii umélému piidani uhliku do vzorkd, dochazi ke zvyseni poméru C/N a zaroven s tim se
zvysi poptavka mikroorganismii po N2 (Santrii¢kova et al., 2018). Pii tomto zptisobu provedenti
metody byly naméfeny az 17x vétsi miry rychlosti nesymbiotické fixace nez u téch, které byly
obohaceny jen o vodu (Smercina et al., 2019) a tedy srovnatelné s rychlostmi stanovenymi
Vv této praci. Lze predpokladat, ze piidanim uhliku pii inkubaci by se mohly zvysit hodnoty
rychlosti fixace N2. Napiiklad u povodi U Dvou loucek, kde jsem viibec nezaznamenala
inkorporaci izotopu °N2 byl zaroveit zméfen jeden z nejnizsich poméri C/N pady (20; Oulehle
etal., 2021a).

Nulové naméfené rychlosti fixace U nckterych vzorkli mizou byt zplsobeny také
kontaminaci O2. Ptitomnost O zabranuje spravnému fungovani nitrogenazy (Son, 2001).
Optimalni vlhkost vzorka je dilezitd nejen pro metabolismus diazotrofli, zaroven se voda
upina na nitrogenazu, ¢imz ji obklopuje a zamezuje tak kontaktu s O (Davidson and Janssens,
2006). Idealni koncentrace Oz pii inkorporaci 1°N2 byla stanovena na 5 % (obrazek 6; Inomura
et al., 2018). Ja jsem ve fazi pre-inkubace vzorky dostate¢né ovlh¢ila auzaviela do
plynotésnych zkumavek malého objemu. Podminka pro optimalni koncentraci Oz by proto
m¢ela byt splnéna a tento faktor byl nemél ptili§ ovliviiovat mé vysledky. V budoucnu by vSak
bylo vhodné ovéfit koncentrace O, béhem inkubace piimo, napf. pomoci ¢idel, nebo

plynového chromatografu.

4.2. Kvantita nifH genu a jeji vztah k rychlosti fixace

Pro vzorky odebrané v ramci sit¢ GEOMON se kvantita nifH pohybovala od 0 (pro dvé
lokace nebyl zaznamendn Zadny vyskyt nifH genu) do 1,7x108 kopii nifH genu g susiny
(povodi Lysina), s primérnou kvantitou 9,0x10° + 2,2 x107 kopii nifH genu g susiny (pfiloha
3). Ve studiich provadénych v podobnych temperatnich/borealnich lesich se kvantita nifH
pohybovala v rozmezi 8,8 - 9,0x10" kopii nifH genu g* susiny (Levy-Booth and Winder, 2010;
Meng et al., 2019), coz je v primé&ru vice nez ukazuji moje vysledky. Nékteré z mych vzorka
v$ak vykazovaly hodnoty i vy$§i napt. z povodi Lysina (1,7 x10® kopii nifH genu g susiny,
nebo Modry potok (6,9 x10" kopii nifH genu g* susiny).

Kvantity genu se na rozdil od fixace N signifikantné li§i napti¢ povodimi (obrazek 11).
Jelikoz ptitomnost genu nezarucuje jeho redlné fungovani v ekosystému, vyuZivaji se ve
studiich hodnoty kvantity gent spolu s vysledky jinych metod. Hodnoty kvantity gena funguji

jako podpurné hodnoty, které slouzi k pochopeni fungovani mikroorganismi a pomahaji
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uplatnit tyto poznatky ve funkéni ekologii (Zhu et al., 2022). Piitomnost genu tedy nezarucuje
jeho aktivitu. To mize byt jedno z vysvétleni, pro¢ se kvantita genu napii¢ povodimi
signifikantné 1i8i, i kdyz fixace N2 ne a pro¢ v nékterych povodich byl v ptidach gen pfitomen,
ale fixace N2 nebyla métitelna. Nulové hodnoty pro kvantitu nifH genu byly zaroven naméfeny
u stejnych vzorki, u kterych nebyla zjisténa fixace N2 inkorporacni izotopovou metodou.
Stejné jako vysledky z inkorpora¢ni izotopové metody byla kvantita genu nifH ovlivnéna
faktorem pudniho horizontu (obrazek 10). U organického horizontu byla naméfena vyssi
kvantita genu pro fixaci N, nez v horizontu mineralnim. Mergel at. al. (2001) naméfili dvakrat
vy$§i kvantitu genu nifH u vzorki ze svrchniho horizontu lesnich pud, nez tomu bylo u vzorkt
Z hloubky 10 cm. Pozitivni vztah kvantity nifH genu a rychlosti fixace N2 (obrazek 12), i kdyz
nepiilis tésny, tedy naznacuje, ze stejné faktory, které ovliviiuji rychlost fixace v jednotlivych
horizontech, zejména kvalita a mnozstvi organického substratu a pH, mohou ovliviiovat

i kvantitu nifH genu.

Nedohledala jsem zadnou studii, ktera by se obecné zabyvala korelaci kvantity nifH genu
s rychlosti fixace N2. V této spole¢né interakci je proto stale mnoho neobjasnéného. Dalsi
prace s daty by mohla spocivat v porovnani biochemickych parametrti pid vSech povodi
s kvantitami genu a rychlostmi fixace s cilem najit faktory, které by variabilitu v datech

pomohly vysvétlit.
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5. Zavér

V této praci jsem zméfila rychlost nesymbiotické fixace N2 pomoci °Nz inkorpora¢ni
metody ve vybranych lesnich pidach CR a porovnala je s kvantitou nifH genu. Rychlosti
fixace se mezi povodimi neli$ily, zatimco genovy potencial pro fixaci N prikazné ano. Fixace
N2 byla zaznamenana jen u 36 % vzorkd, ale geny jsme nasla téméf ve vSech odebranych
pudach (u 99,1 %). To znamena, ze piitomnost nifH genu urcité neznamena jeho aktivitu ani
Vv optimalizovanych podminkach. Byly zaznamenany prikazné rozdily v rychlosti fixace N2
I v kvantité nifH genu mezi pidnimi horizonty. Nékolikanasobn¢ vyssi rychlost fixace N2 byla
namefena v organickém horizontu nez ve svrchnim mineralnim horizontu, stejné tak kvantita
nifH genu byla vyssi v horizontu organickém nez v mineralnim. Korelace mezi rychlosti
fixace N2 a kvantitou nifH genu byla pozitivni. Z vysledku je ziejmé, ze i nesymbioticka fixace

N2 mtize byt vyznamna ve volné pad¢ lesnich ekosystémd.
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Ptiloha 1: Zmé&na 8N v jednotlivych povodich, ktera fixovala 1®N2. Vodorovné ¢ary uvniti boxu zna¢i mediany, obdélnik
ohrani¢uje 1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici krouzky vyznacuji odlehlé
hodnoty. Zkratky povodi: JEZ — Jezeti, LYS — Lysina, PLB — Pluhtiv bor, LES — Lesni potok, LIZ — Liz, ANE — Anensky
potok, SAL — Saladova Lhota, LKV — Loukov, POM — Polomka, UDL — U Dvou lougek, CER — Cervik, UHL — Uhlitska,

MOD-Modry potok, NAZ-Na Zeleném.

lad. 4 9 23 35 43 54 56 68 71 86 87 100 101 107 126 129 133 135 137 141 145 150 163 165 187

G . ew e

2021_01_06 ELFO_qPCR_nifH_kontrola MTP vzorky; 1.7% gel, 120 V, 500 mA, 50 min, 100 bp DNA Ladder

Ptiloha 2: Gel z elektroforézy s nahodnym vyb&rem vzorkil napfi¢ vSemi qPCR destickami. Hodnoty dosahuji okolo 365
bp. Zkratky: Lad- Zebticek (Ladder).
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Pfiloha 3: Primérna kvantita nifH genu ve vSech vzorcich. Vodorovné ¢ary uvnitf boxu zna¢i mediany, obdélnik ohranicuje
1. a 3. kvartil dat, vousy dosahuji do hodnot minima a maxima a mimo se nachazejici krouzky vyznacuji odlehlé hodnoty.
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Piiloha 4: A-korelace kvantity nifH genu a rychlosti fixace N2 v jednotlivych ptidnich horizontech. Cervena barva je pro
organicky pudni horizont (O), modra pro svrchni mineralni horizont (A). Pro oba horizonty byla potvrzena pozitivni korelace
(O: r=0,519, n=46, p<0,001; A: r=0,6157, df=35, p<0,001). B-korelace kvantity nifH genu s rychlosti fixace N2 pro vSechny
vzorky, které inkorporovaly N2 (r=0,525, n=80, p<0,001.
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