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by the fumigation-extraction method. My results prove the presence of polyphosphates
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1. Uvod

Vsechny mikroorganismy potiebuji ur¢ité mnozstvi fosforu (P) ke svému ristu a vyvoji.
Prostiedi, ve kterém ziji a ze kterého P ziskéavaji, vSak byva riznorodé a mnozstvi P v ném
muze byt proménlivé. V uritém obdobi muze byt mnozstvi P vice nez dostate¢né a jindy
ho mize byt nedostatek (Brady & Weil, 2002). Mikroorganismy musi témto vykyvam celit,
a proto si vyvinuly rizné adapta¢ni mechanismy. Jednim takovym mechanismem je tvorba
zasob uvniti bung¢k, aby byl P pro mikroorganismy dostupny, kdykoliv je ho potieba. Témito
zasobnimi latkami jsou tzv. polyfosfaty (PolyP), které mohou tvofit signifikantni mnozstvi
P z celkového P obsazeného v buiice (Egli & Zehnder, 1994). PolyP jsou slou¢eniny P slozené
z ruzné dlouhych fetézci fosfore¢nanit (POs) a pospojované vysokoenergetickymi
(anhydridovymi) vazbami, jejichz energie je stejna jako energie ziskavana z adenosintrifosfatu
(ATP). Znamena to, ze PolyP nemusi slouzit jen jako zdroj P, ale mohou byt mimo jiné

vyuzivané také jako zdroj energie.

Ve vodnich ekosystémech je dokazano, ze existuji bakterie, které umi PolyP vytvaret
a akumulovat. Takové bakterie (napt. Candidatus Accumulibacter phosphati) se vyuzivaji
v gistickach odpadnich vod (COV) a v systémech, které jsou zalozeny na biologickém
odstrafiovani P zvody. Zda se PolyP vyskytuji i v padnich ekosystémech a pidnich
mikroorganismech, neni v soucasné dobé zcela jasné, avSak nékteré predchozi vyzkumy
poukazuji na to, e by tomu tak byt mohlo (Mason-Jones et al., 2021). Naptiklad Capek a spol.
(2016) zaznamenali pfi ristovém experimentu, ze pidni mikrobidlni spolecenstvo vykazalo
rdst, a to i na substratu, v némz zadny ptidany P nebyl, coz poukazuje na vyuziti néjaké vnitini
zasoby P. Vyuziti vnitini zasoby P naznacuje i negativni korelaci mezi rychlosti riistu bez
pritomnosti P a mikrobialnim pomérem uhliku (C) ku fosforu C:P. Tento vztah vSak piimo
nedokazuje kauzalitu. Kauzalita se da prokazat v ptipad¢€, ze mikroorganismy zasoby
P opravdu vyuZzivaji a ze jsou PolyP detekovatelné fumigaéné extrakéni metodou, ktera

se pouziva ke stanoveni obsahu zivin (C, dusiku (N) a P) v pidnich mikroorganismech.

Pokud by se prokézalo, Ze pidni mikroorganismy jsou schopné akumulovat a vyuzivat
PolyP, mélo by to zdsadni vliv nejen pii jejich riistu a preziti, ale také pfi tvorbé piidnich
biogeochemickych modelt. Tyto modely jsou casto zalozené na principech ekologické
stechiometrie a nepocitaji s tvorbou zasobnich latek. Znamena to, Ze pokud mikroorganismy
PolyP skute¢né vytvareji, modely ftikaji néco, co uplné¢ neodpovida skute¢nosti. Mohou
tak nadhodnocovat mnozstvi P, které je potfebné k ristu mikroorganismt (ke stavbé

bunéénych struktur jako je DNA, RNA, fosfolipidy a dal$i), coz naptiklad podhodnocuje
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mnozstvi P, které se mize zmineralizovat, vyplavit do pidy a byt vyuzito biomasou rostlin.
To ovlivituje nejen cyklus P v pudg, ale také cykly C i N pies produkci rostlin v ekosystému.
Z toho duvodu jsem se rozhodla zabyvat se pravé moznou pfitomnosti PolyP v biomase

pudnich mikroorganismd.

Cilem této diplomové prace bylo tedy zjistit pfitomnost PolyP v biomase ptudnich
mikroorganismi v ptidach z povodi Plesného a Certova jezera pomoci riistového experimentu
kombinovaného s barvicimi metodami a dale také zjistit, zda jsou PolyP v biomase

mikroorganismu detekovatelné pomoci bézné pouzivané fumigac¢né extrak¢éni metody.



2. Literarni reSerse

2.1. Formy fosforu v ptidnim prostiedi

Fosfor je jednim z nezbytnych prvkl potfebnych pro rust vSech pudnich mikroorganismu.
Mikroorganismy ho ziskdvaji z pidniho prostfedi. V horninovém podlozi se nachazi P
ve form¢ mineralu apatitu a jaké je jeho mnozstvi v pude€ zalezi na geologii daného mista.
Pudni prostfedi obsahuje rtizné formy P v proménlivém mnozstvi, a to hlavné v zavislosti
pravé na mineralogickém sloZeni a na stupni zvétravani matetské horniny (Simek, 2019).
Celkové mnozstvi P ve vétsiné pud dosahuje 0,1-1 mg P g suché pady (v 0-20 cm). Padni
roztok obsahuje vétsinou 0,1-1 ug P mI? (Simek, 2019).

Fosfor, jenz se pfenasi pfes membranu, tedy ten, ktery je pfimo dostupny rostlinam
a mikroorganismiim, je ve form¢ fosfore¢nanu. Fosfore¢nany se mohou pevné vazat
na koloidni ¢astice pomoci vyménnych iontd jako jsou Zelezo (Fe), hlinik (Al), a mangan
(Mn), procesem zvanym koadsorpce. Fosfor tak vytvaii vazby na hydroxy-oxidy Fe a Al
¢i se adsorbuje na povrchy jilovych mineralti. Déle se také P vaze na volné ionty kova
v roztoku Fe, Al, ptipadné vapnik (Ca). Pii nizkém pH dochazi k vysrazeni na Fe a Al
fosforecnany a pfi vysokém pH na Ca fosforeCnany. VSemi témito procesy dochézi

k imobilizaci fosfore¢nanti a K jejich znepfistupnéni pro mikroorganismy.

Dalsim zdrojem P v pudé jsou organické slouceniny P. Jejich zdrojem jsou piedevs§im
odumfielé bunky organismii. Fosfor z téchto sloucenin si mikroorganismy mohou zpfistupnit
produkci enzymu fosfataz, které¢ jsou schopné §tépit esterové vazby. Fosforu navazaného
v biomase ptidnich mikroorganismi je v priméru 5-75 ug P g suché ptdy. Celkové ptdni

mikroorganismy obsahuji 2 - 5 % celkového organického P v pidé (Simek, 2019).

Pudni prostiedi je nejvice heterogenni ve vertikalnim sméru. V opadovém horizontu
se nachazi hlavné organicky P a Vv minerdlnim horizontu se nachdzi P anorganicky
adsorbovany. Také mnozstvi P se s hloubkou méni. Dle Haygarth et al. (1998) se s rostouci
hloubkou snizuje koncentrace P. Obecné taktéz plati, ze je dostupnost P v ptudnim prostiedi

oproti C a N mala (Zechmeister-Boltenstern et al., 2015).

2.2. Fosfor v biomase ptidnich mikroorganismu

V této a nasledujici kapitole nebudu uvadét mnozstvi P v absolutnich hodnotach, ale relativné

k C a N jako molarni pomér C:N:P. Chtéla bych tak poukazat na to, ze stechiometrie mize



do urcité miry slouzit jako nepiima metoda detekce PolyP. Dulezité je, v jakém relativnim
mnozstvi se molekuly bohaté na P nachdzi uvniti buiiky. Existuji totiz fyziologické limity,
které jdou piekrocit pouze kdyz buiika obsahuje PolyP. VSechny nasledujici uvedené poméry

jsou pievzaty z knihy ,,Ecological Stochiometry* (Sterner & Elser, 2002).

Fosfor se uvnitt plOdnich mikroorganismii nachazi v mnoha dulezitych
makromolekulach, napiiklad v podobé nukleovych kyselin (DNA, RNA), ATP, koenzymu
a fosfolipidt. Fosfor tak 1ze najit t¢éméf ve vSech bunéénych strukturach a to v rizném poméru
k C a N. Prvni takovou strukturou je bunééna sténa. U gram pozitivnich bakterii se v buné¢né
stén€ nachazi pouze jedna extracelularni vrstva, ktera je tvofena peptidoglykanem, proteiny,
polysacharidy a kyselinou teichoovou. Fosfor se tak v jejich bunécné sténé nachazi v poméru
193:58:1. U gram negativnich bakterii neni pomér jasny, jelikoz je jeho stanoveni znemozZnéno
velkou funkéni plasticitou jejich bunécné stény, ale da se ocekavat, ze pomér nebude piilis

nizky, naptiklad nizsi, nez je u DNA a RNA.

Pod bunécnou sténou se nachazi bunééna membrana, ktera je tvorena glycerolem nebo
sfingosinem s navazanymi mastnymi kyselinami 0 rizné délce a struktuie a také se zbytky
fosforecnani. SloZeni je diky vné&jSim podminkam velice proménlivé a s tim 1 samotny pomér

C:N:P, avsak obecn¢ se pomér uvadi jako 162:35:1.

U eukaryotickych organismti se dale bunécnd sténa napojuje na endoplazmatické
retikulum, které méa C:N:P pomé&r primérné 120:23:1 a na Golgiho aparat, jehoZ C:N:P pomér
je pramérné€ 97:16:1.

Dalsi bunécnou strukturou jsou ribozomy. Eukaryotické ribozomy se skladaji ze dvou
podjednotek 40S a 60S. Kazda podjednotka obsahuje 82 ribozomalnich proteind a 4 rizné
velké ribozomalni RNA, mal4 podjednotka obsahuje 18S rRNA a velka podjednotka 5.8S, 5S
a 28S rRNA. C:N:P pomér ribozomu eukaryot je obecné 27:7:2,1. Prokaryotické ribozomy
se skladaji z 55 proteint a z malé podjednotky, obsahujici 16S rRNA, a z velké podjednotky,
obsahujici 5S a 23S rRNA, ribozomalniho RNA. Obecny pomér C:N:P pro prokaryota
je 18:6:1. Ribozomy jsou bunétné struktury nejbohat$i na P, a proto maji nejnizsi C:N:P
pomeér ze vsech struktur.

Mitochondrie, které maji jen eukaryota, maji proménlivé mnozstvi P, zatimco pomér

C:N je relativné staly. Jaké mnozstvi P maji, zaleZi na tom, jak je mitochondrie velka a na mite

jeji respirace. Cim vice respiruje, tim vyssi je mnozstvi N, a proto je vyssi i pomér N:P.



Stechiometrie biomasy pidnich mikroorganismi je definovana jako relativni zastoupeni
C, N a P vbiomase. Obecné¢ se udava C:N:P pomér mikrobidlni biomasy jako 42:6:1
(Xu et al., 2013). Predpoklada se, ze mikroorganismy umi ve své biomase udrzovat tento
pomér staly, tedy Ze umi byt homeostati¢ti. Zaroven jsou vSak mikroorganismy schopné
se do urCité miry pfizplsobit prostiedi a pomér C:N:P do urité miry ménit. Je-li
v pudnim prostedi malo P, jednou z moznosti pfizpisobeni je zména poméru makromolekul,
tedy jejich relativniho zastoupeni v buiice. Znamena to, Ze napiiklad makromolekuly bohaté
na P budou zastoupeny v mensi mife. Takové zmény mohou z dlouhodobéjsiho hlediska
souviset az se zmé€nou spolecenstva pidnich mikroorganisml pravé smérem ke druhiim
tolerantn&jSim a 1épe prizptsobenym na limitaci zivin (Heuck et al., 2015). Jinym faktorem
proménlivosti stechiometrie je celkové fyziologicky stav bunék, napiiklad exponencialni faze
bunééného cyklu. Pii této fazi se snizuje C:P a N:P pomér, jelikoz se v buiice zvySuje
zastoupeni ribozomd a makromolekul bohatych na P, jako jsou nukleové kyseliny
(Elser et al., 2000). Dalsim moznym mechanismem zmény stechiometrie je akumulace
zasobnich latek, PolyP, které mohou byt velmi vyznamnou slozkou buné¢ného P. Nachazi-li
se v mikrobialni biomase PolyP, stechiometricky pomér C:P a N:P by se m¢l snizovat.
Schopnost akumulovat PolyP je vsak druhové specificka. Zalezi, zda dané druhy maji enzymy,

jez katalyzuji syntézu PolyP a jsou-li vhodné vnitini i vnéj§i podminky (viz kapitola 2.4.).

Nékteré mikroorganismy umi akumulovat velké mnozstvi PolyP, napif. ve vlaknech
Microthrix parvicella objevili pomoci fluorescenéni metody znacné mnozstvi PolyP
(Erhart et al., 1997). Mnozstvi PolyP v Acinetobacter Johnsonii dosahuje az 30 % ze suché
vahy bunky (Kulaev et al., 1999). V Microlunatus phosphovoms mize byt kolem 10 % PolyP
ze suché vahy bunky (Nakamura et al., 1995). Dle Christ & Blank (2019) obsahovala,
po ponechani na substratu bez P a nasledném dodani P, Saccharomyces cerevisiae 28 % PolyP

ze suché vahy bunky.

2.3. Polyfosfaty

Zasobni latkou P uvnité bunék jsou PolyP. PolyP jsou polymery fosfore¢nant, obsahujici
rizn¢ dlouhé fetézce fosforeCnanii spojenych vysokoenergetickymi fosfoanhydridovymi
vazbami. Radi se tak mezi makroenergetické slou¢eniny, to znamena, ze hydrolyza jejich
fosfoanhydridovych vazeb ma stejnou energii jako hydrolyza ATP. PolyP maji tfi strukturni
podoby, a to linearni, cyklickou (tzv. metafosfaty) a rozvétvenou (tzv. ultrafosfaty). U Zivych

v

organismi je nejéastéjsi linearni konfigurace (Christ et al., 2020). PolyP slouzi jako vnitini
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zdroj P a energie pro mikroorganismy, a to hlavné ve chvili, kdy je externi zdroj P vyCerpan

(Dawes, 1986).

Nedilnou sou¢asti PolyP molekuly jsou navazané kationty prvki (Mg?*, Ca?*, K* a dalsi),
bez nichz by se PolyP nemohly vibec vytvaret. PolyP maji negativni ndboj a musi
se tak chemicky stabilizovat pravé pomoci kationtti (van Groenestijn et al., 1988). Schopnost
vazat kationty je dulezita také proto, ze PolyP mohou vazat i t€Zké kovy jako je tieba zinek
(Zn?"), zelezo (Fe®*'; Nguyen et al., 2019) a kadmium (Cd?"). Diky témto vazbam PolyP
reguluji dostupnost navazanych kovii a umi tak regulovat i jejich toxicitu pro butiku. Napiiklad
bunky Escherichia Coli (Keasling & Hupf, 1996) a Anacystis nidulans (Keyhani et al., 1996)
s vysokym mnozstvim PolyP byly tolerantnéjsi k obsahu kadmia (Cd?*), oproti tém s nizkym
mnozstvim PolyP. Keasling (1997) ve své studii prokazal, ze ptitomnost nékterych tézkych
kovl zvySuje hydrolyzu PolyP na fosforecnany, které se mohou navazat na kovové ionty

a mohou byt nasledn¢ transportovany ven z burky.

V prokaryotické bunice se PolyP nachazeji v cytoplazmé, na povrchu buriky, v periplasmé
a plazmatické membrané (Kulaev et al., 1999). V eukaryotické buiice se nachazi v jadre,
mitochondriich, cytoplazmé, bunécné sténé a v endoplazmatickém retikulu. PolyP se v bunice
vyskytuji také jako komplexy s poly-beta-hydroxybutyratem (PHB). Takové komplexy hraji
dilezitou roli pfi vytvareni iontovych membranovych kanali a pfi regulaci propustnosti

membran, kdy selektivné propousti dvoumocné kationty, predeviim Ca®* (Reusch, 2000).

2.4. Biosyntéza a degradace polyfosfati

2.4.1. Biosyntéza

Dulezitym enzymem katalyzujicim biosyntézu PolyP v bakteriich je PolyP kinaza (PPK1).
Katalyzuje pienos energeticky bohatych zbytkt fosfati z ATP do PolyP a zpét
(Murata et al., 1988), tedy spojuje energeticky bohaté zasobniky.

ATP + (PolyP), <> ADP + (PolyP)ns1

K tomuto procesu vyzaduje Mg?* (Harold, 1966). Tento enzym byl poprvé objeven ve studii
Yoshida a Yamata, (1953) a nasledné izolovan z Escherichia coli a popsan ve studii Kornberg
etal. (1956). PPK1 je enzym vazany na membranu a je zodpovédny za syntézu dlouhych PolyP
fetézca (Kulaev et al., 1999). PPK2 katalyzuje syntézu PolyP z ATP ¢i GTP.

GTP + (PolyP)n <= GDP + (PolyP)n+1
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K syntéze PolyP pottebuje Mn?*. PPK2 umi také katalyzovat degradaci PolyP, kdy se vyuziji
fosforecnany z PolyP na tvorbu GTP z GDP (Zhang et al., 2002). PPK2 vyuziva PolyP
k tvorb¢ GTP rychlosti 75krat vétsi, nez je syntéza PolyP z GTP. Oproti tomu PPK1
syntetizuje PolyP z ATP rychlosti 4krat vétsi, nez je tvorba ATP z PolyP (Ishige et al., 2002).

Dalsim enzymem katalyzujicim biosyntézu PolyP je 1,3-bifosfoglycerat PolyP
fosfotransferaza (Edwin A. Dawes, 1986).
1,3 -bifosfoglycerat + (PolyP)n <> 3-fosfoglycerat + (PolyP)n+1

V kvasinkach jsou PolyP syntetizovany z plazmatické ATP pomoci VTC komplexu
(Hothorn et al., 2009), ktery je zabudovan v membran¢ vakuol (Cohen et al., 1999).

2.4.2. Degradace polyfosfatt

Existuje mnoho enzymi katalyzujicich degradaci PolyP. Jednim z nich je i PolyP
kinaza (PPK1, PPK2). Jak jiz bylo feeno vyse, tento enzym katalyzuje biosyntézu PolyP
z ATP, ale zaroven se také mize UcCastnit degradace PolyP, kdy se vyuZziji odtrzené

fosfore¢nany na syntézu ATP ¢i GTP (Harold 1966).

Adenosin monofosfat fosfotransferdza (AMP fosfotransferaza) je enzym katalyzujici

syntézu PolyP v mykobakteriich a corynebakteriich.
AMP + (PolyP), <> ADP+ (PolyP)n-1

D-glukoza 6-fosfat fosfotrasferaza (PolyP glukokinaza) je enzym specificky pro pienos
fosfatové skupiny na glukozu, tvoii se tak D-glukoza 6-fosfat.

D-glukoza + (PolyP), «» D-glukoza 6-fosfat + (PolyP)n.1

Objevenim tohoto enzymu se poukazalo na to, Ze vysokoenergetické fosfatové zbytky z PolyP
mohou byt vyuzivany pfimo i bez ucasti ADP-ATP systému. Znamena to, ze V n€kterych
piipadech mohou PolyP zaujimat funkci ATP (Rose et al., 1983).

PolyP fruktokinaza je enzym, diky némuz lze vyuzivat jak PolyP, tak ATP

na fosforylaci fruktozy na fruktozu-6-fosfat.

Polyfosfosfatazy (PPX) jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu dlouhych fetézca PolyP

na fosfore¢nany.

(PolyP), + Hz0 <> (PolyP)n1 + P



2.4.3. Podminky pro syntézu a degradaci

Syntéza a degradace PolyP je obecné ovlivnéna energetickym stavem burniky a mnozstvim
extracelularniho fosfore¢nanu. Bylo ukazano, ze PolyP jsou syntetizovany béhem energeticky
bohatych rastovych podminek a degradovany bcéhem energeticky chudych podminek.
Ahn & Kornberg, (1990) ve své studii ukazali, ze vysoké koncentrace ATP stimulovaly
in vitro syntézu PolyP pomoci PPK 1. Dale jsou k stimulaci syntézy PolyP tfeba vhodné oxické
podminky a kationty Mg?* a K*. PolyP se obecné akumuluji bhem stacionarni faze
mikrobialniho ristu a spotfebovavaji béhem exponencialni faze. K ukladani PolyP muze také
dochdzet ve chvili, kdy je riist mikrobidlni biomasy limitovan nedostatkem N ¢i siry (S)

a naopak k rozkladu PolyP dochazi pii nadbytku C a N (Dawes & Senior, 1973).

2.5. Stanoveni fosforu v biomase ptidnich mikroorganismu

Ke stanoveni P v biomase ptidnich mikroorganismti (MBP) se vyuziva fumiga¢né extrakéni
metoda. Puda je vystavena param chloroformu (CHCIls), ¢imz dochazi k usmrceni pidnich
mikroorganismu a k vyliti jejich bunééného obsahu do piidniho prostfedi. Ten je extrahovan
pomoci 0,5 M hydrogenuhli¢itan sodného (NaHCOz). Vznikly extrakt se okyseli pomoci
kyseliny sirové (H2SO4) a prefiltruje (Brookes et al., 1982). Nasledné se P méii ve formé SRP,
coz je reaktivni rozpustény P. Mé&fi se narist SRP oproti pozadi, protoZe se principidlné
piedpoklada, ze n&jaka ¢ast z vylitych bunék (resp. z mikrobialni biomasy) piechazi prave
do této extrahovatelné formy. Zpudy vSak nelze vyextrahovat veskeré mnozZstvi
mikrobialniho P ve formé SRP, a proto se musi vyuzivat korekéni faktor (kep). Tento faktor
tika, kolik SRP Ize vyextrahovat pomoci dan¢ho extrakéniho ¢inidla z mikrobialni biomasy
dané ptudy. Nejbéznéji pouzivany korekéni faktor je 0,4, to znamena, ze 40 % veskerého
mikrobialniho P Ize vyextrahovat z pidy exponované param CHCIs jako SRP. Zbytek neni
mozné stanovit, jelikoz je ¢ast P navazana ve stabilnich organickych slou¢eninach, které

nejdou vyextrahovat, anebo nepiechazeji do formy SRP.

Cast P, ktery pechazi do formy SRP se miize adsorbovat (viz kapitola 2.1.), a proto
se déla také korekce na adsorbei. Do extraktu se piidiva KH2POs o znamé koncentraci P.
Pridava se do extrak¢niho Cinidla, jelikoz Brookes et al., 1982 predpoklada, ze k adsorbci

P dochazi jen béhem extrakce.

SRP se stanovuje metodou absorp¢ni spektrofotometrie. Vyuziva se reakce

fosfore¢nanil s molybenanem amonnym a vinanem antimonylo-draselnym Vv urcitém rozmezi
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pH za vzniku komplexni slouceniny. Ta je redukovana kyselinou askorbovou za vzniku
fosfoantimonylomolybdenanové modii, jejiz absorbance je pii urcité vinové délce ptimo

umérni koncentraci fosfore¢nant.

Obsah P v biomase pidnich mikroorganismi se nasledné vypocita jako rozdil mezi
koncentraci SRP ve fumigovaném a nefumigovaném vzorku, ktery se koriguje na to, kolik

fosfore¢nanu se adsorbuje, a také kolik ho 1ze extrahovat. Vzorec je nasledujici:

MBP = F- e
~ Korekce na sorpci X ke

(NF + PO,) — NF
PO,

Korekce na sorpci =

V této rovnici znac¢i F mnozstvi SRP ve fumigovaném vzorku, NF je mnozstvi SRP
V nefumigovaném vzorku, NF + PO, je mnozstvi SRP v nefumigovaném vzorku
s piidavkem POs, PO, je mnozstvi pfidaného P — KH2PO4 a k., znaci korekeni faktor.

V praktické ¢asti se budu zabyvat tim, zda ¢ast vyextrahovanych fosfore¢nanti mize
pochazet z PolyP. Zkusim to zjistit ptidavky PolyP do riznych krokd fumigaéné extrakéni
metody (viz kapitola 3.3.2.).

2.6. Detekce polyfosfati

PolyP mohou byt v burice detekovany pomoci barveni. Vyuzivaji se fluorescenéni barviva,
jako je naptiklad DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol; Kulakova et al., 2011). DAPI se vyuziva
hlavné na barveni DNA, ktera se vyznacuje modrou fluorescenci. DAPI barvivo se vaze
na negativni naboj DNA. Jelikoz maji PolyP také negativni naboj, DAPI je schopna
se na né¢ vazat. Oproti DNA se fluorescence PolyP vyznauje Zlutou/zluto-zelenou
fluorescenci (Tijssen et al., 1982). Po nabarveni nékterych bunék vSak nemusi byt zcela jasné,
co piesné jsou PolyP a co DNA, jelikoZ jsou pudni buiiky velice malé. Barveni PolyP pomoci
DAPI setak vyuziva spiSe na bakterie akumulujici PolyP ve vodnich ekosystémech
(Li & Dittrich, 2019) a na hyfy arbuskularné mykorhiznich hub (Funamoto et al., 2007),
jelikoz jsou jejich bunky Iépe vidét pod optickym mikroskopem.

Dale jde vyuzit metoda ,.enzyme affinity labeling with polyphosphate binding domain
(PPBD)“, kdy se vyuziva afinita enzymu exopolyfosfataza (PPX) k PolyP. K nabarveni



se vyuziva barvivo Alexa 488, které je vidét pti laserové skenovaci mikroskopii. Tato metoda
dokéze detekovat hlavné dlouhé fetézce PolyP, a to fetézce delsi nez s 35 fosfatovymi zbytky.

vvvvvv

nez u dlouhych fetézci (Saito et al., 2005).

PolyP se barvi také Neisserovou metodou (Eikelboom & van Buijsen, 1981) s vyuzitim
methylenové modii ¢i toluidinové modfi O, ktera se v8ak vaze pouze na kratsi fetézce PolyP

(Christ et al., 2020).

Dalsi metodou je tetracyklinové barveni. K barveni PolyP se vyuziva antibioticky
tetracyklinovy hydrochlorid. Tetracyklin a jeho derivaty byvaji vyuzivany v medicing
k oznaCeni vapniku ukladané¢ho v zubech a kostech a také jako znaceni pro dvojmocné
kationty spojené s membranou, jako jsou Ca?* a Mg?". Jakmile se tetracyklin navéaze
na tyto kationty zvysi se jeho fluorescence. Tento efekt byl vyuzit k vytvofeni nové

fluorescenéni metody na barveni PolyP (Giinther et al., 2009).

PolyP lze také detekovat dle jejich specifickych enzymt. Napiiklad PPK enzymovou
metodou, ktera vyuziva PPK opacéné reakce, kdy se PolyP rozlozi na ATP, a to je nasledné
kvantifikovano luciferazovym testem. Tato metoda je vSak citlivéjsi pouze na fetézce PolyP
delsi nez s 60 fosfatovymi zbytky (Ault-Riché et al., 1998). Dalsi moznosti je vyuziti PPX
enzymové metody, kdy se vyuziva hydrolyzy PolyP na fosfore¢nany, které jsou nasledné
determinovany nabarvenim malachitovou zeleni a naslednym méfenim na spektrofotometru.

Tato metoda je nejvhodnéjsi na determinaci kratkych PolyP fetézct (Ohtomo et al., 2008).

Metod kvantifikace je mnoho a v této praci jsem zvolila Neisserovu metoda barveni,

jelikoz je to jedna z nejpouzivanéjsich a nejdostupnéjsich metod.

2.7. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit pfitomnost polyfosfatii v biomase puldnich
mikroorganisml pomoci barvicich metod kombinovanych s riistovymi experimenty. DalSim
cilem bylo zjistit, zda jsou polyfosfaty detekovatelné bézné pouzivanou fumigaéné extrakeni

metodou.
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2.8. Hypotézy
Nektera spoleCenstva pudnich mikroorganismiu obsahuji polyfosfaty, zejména v pudach

s vysokou koncentraci dostupného fosforu.

Obsahuji-li mikroorganismy polyfosfaty, pii ristovém experimentu S piidavkem rtstového
média bez fosforu vykazi rast. Dojde k vycerpani polyfosfati v buinice a kvili tomu

zaznamename zmeénu ve stechiometrii 1 v barvé mikrobialniho spolecenstva.

V pudé bude dochazet k depolymerizaci polyfosfati, a proto bude ur¢ita ¢ast detekovatelna

jako reaktivni rozpustény fosfor.

3. Material a metody
3.1. Vybér a popis lokalit

Na odbéry vzorki jsem vybrala dvé vyzkumné lokality na Gizemi Narodniho parku (NP)
Sumava, povodi Plesného (PL) a Certova jezera (CT). Povodi Plesného a Certova jezera bylo
v minulosti ovlivnéno disturbancemi. CT bylo disturbovano vichfici, pti které bylo polamano
asi 10 % stromu (Kopacek et al., 2020). PL bylo v letech 2004 - 2008 napadeno Iykozroutem
(Ips typographus), coz zptisobilo odumieni velké ¢asti porostu (> 80 %; Kopacek et al., 2017).
V povodi obou jezer lze najit mozaiku riznych fazi regenerace lesa. Z kazdého povodi jsem
vybrala 3 plochy tak, aby byl zastoupeny vétsi odrostly les, dale rozpadly les a regenerujici
se les. Tyto plochy jsem vybrala, protoze by mély vykazovat gradient zvySujici se dostupnosti
P, od nejstarsiho porostu, ptes rozpadly porost, po nejmladsi. Druhym divodem vybéru téchto
lokalit byl fakt, ze povodi CT je obecné chudsi na P, zatimco v povodi PL je P vice a dochazi

K jeho vyplavovani.

NP Sumava se nachazi na hranicich Ceské republiky, Némecka (Bavorsko)
a Rakouska. Prvni lokalitou je povodi PL, které se nachazi na 48°47 s.§. a 13°52" v.d.,
v nadmotiské vysce 1090 m.n.m. Jeho horninové podlozi je tvofeno pievazné granitem (Zulou).
Pidy povodi PL jsou fazeny do kategorie kambizemi a podzoli. Typicky lesni podrost
zde tvori smrk ztepily (Picea abies) s pifimési buku lesniho (Fagus sylvatica) a naletové
dreviny jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia; Svoboda et al., 2006). Druhou lokalitou je povodi
CT nachazejici se na 49°10  s.8. a 13°11" v.d., v nadmoiské vysce 1030 m.n.m. Jeho horninové

podlozi je ptevazné tvoreno slidovymi bfidlicemi (muskovita rula) s intruzemi kiemene. Pudy

11



povodi CT jsou fazeny do kategorie kambizemi. Dominujici vegetace je zde tvofena smrkem

ztepilym (Picea abies) s piimési buku lesniho (Fagus sylvatica; Svoboda et al., 2006).

3.2. Odbér a zpracovani vzorki

Vzorky jsem odebrala na ptelomu kvétna/Gervna roku 2022 z vyzkumnych ploch v povodi
Plesného a Certova jezera. Na obou povodich jsem vybrala 3 plochy (viz kapitola 3.1.)
anakazdé plose jsem vytvofila smésny vzorek ze 3 mist v ramci plochy tak, aby byl
reprezentativni. Takto jsem odebrala vzorky ze 2 horizonti — z opadového (O) a humusového
(A) horizontu, celkem to déla 12 pudnich vzorkt (2 povodi x 3 plochy x 2 horizonty). Vzorky
byly nasledné proseté pies sito s velikosti ok 5 mm a ulozené do lednice pii 4 °C az do zacatku
vlastniho experimentu. VSechny analyzy a experimenty popsané nize jsem pro kazdy

odebrany vzorek délala ve 3 opakovanich.

3.3. Laboratorni experimenty

3.3.1. Zékladni analyzy

3.3.1.1. Susina + pH

Do ptedem zvazené hlinikové vazenky jsem navazila ptiblizné 3 g pudy, znovu celé zvazila
a ulozila do suSarny pti 105 °C do druhého dne. Druhy den jsem vadZenky i s vysuSenou pidou
zvazila. Susinu jsem stanovovala z pouze jednoho laboratorniho opakovani. SuSinu (dw) jsem

pocitala podle vzorce:

(suchapida + vazenka) — vazenka

d =
W' = (vihka pida + vazenka) — vazenka

Do 100 mI NTS lahvi jsem navazila 8 g pudy a pfidala 20 ml destilované vody (fedéni
1:2,5) a nasledn¢ jsem lahve umistila na horizontalni tfepacku a nechala tfepat po 30 minut.
Roztok jsem nechala ustalit pfiblizné 30 minut a nasledné jsem pH metrem (Xylem Analytics,

Weilheim, Némecko) postupné zmétila pH.

3.3.1.2. Aktivita fosfataz
Do kadinek jsem navazila 0,25 g pudy a piidala 25 ml citratového pufru o pH 4, které odpovida
pH piadnich vzorkd. Vzorky jsem vlozila do ultrazvukové lazn¢ a nechala je sonikovat

po 4 minuty. Dale jsem vzorky pomoci kuchynského sitka prefiltrovala do plastovych

12



nadobek. Do nich jsem vlozila magnet a nechala je michat. Nasledné jsem pipetovala
na desticku, nejprve jednotlivé 50 pl vody, 50 ul kalibra¢nich roztokt (v koncentracich 5, 25,
50 uM/L) a 50 pl substratovych roztoki pro fosfatazu (v koncentracich 5, 50, 100 umol g2),
poté jsem do kazdého z nich napipetovala 200 pl vzorku. Vzorky byly nasledné vlozeny
do spektrofotometru (TECAN Infinite F200) a byla métena fluorescence vzorkd v intervalech
0, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 240 (min).

Pfi této metodé se méii fluorescence. K organické slouceniné s navazanou funkcni
skupinou (fosfatovou) se piida vzorek. Fosfataza obsazena ve vzorku za¢ne odstépovat
fosfatové skupiny, ¢imz se aktivuje fluorescenéni barvivo. Tim, ze se méti tato fluorescence,
m¢éfi se tak koncentrace produktd enzymatické reakce v ¢ase. Na tento vzrist produktu se fituje
model, ktery popisuje aktivitu enzymu. Ja jsem fitovala kompetitivné - inhibi¢ni model,
jelikoz jsou fosfatazy &asto inhibovany svym produktem (Capek et al., 2021). Rovnice modelu
je nasledujici:

t=-— ! x{KMxl@+llxln[@l—ﬂt)x(l—%)}
i 0 i

Vm ax

kde V;,,4, znaci konstantu maximalni reakéni rychlosti, K, konstantu afinity, S, je pocate¢ni
koncentrace substratu, SRP, je pocatecni koncentrace SRP, K; znaci inhibi¢ni konstantu
a P(t) je koncentrace reak¢éniho produktu v ¢ase. Nelinearni regresi jsem odhadovala V.,

Ky a K; Vi se v literatuie béZné oznacuje jako potencialni enzymaticka aktivita.

3.3.1.3. Obsah uhliku a dusiku v biomase ptidnich mikroorganismui

Mikrobialni biomasa C (MBC) a N (MBN) se zjistuje stejné jako P, fumigaéné extrakéni
metodou. Misto SRP se jako analyt méfi rozpustény organicky uhlik (DOC) a celkovy
rozpus$tény dusik (DN) v extraktu 0,5 M siranu draselného.

Pii kvantifikaci mikrobialniho C a N se dé€laji 2 oSetfeni — nefumigované a fumigované.
Na nefumigované vzorky jsem navazila 5 g pidy do centrifuga¢nich zkumavek a nasledné
extrahovala pomoci 20 ml 0,5 M K2SO4 na horizontalni tfepacce po dobu 60 minut. Dale jsem
dala vzorky centrifugovat na 15 minut. Vzorky jsem poté prefiltrovala pies sklenény filtr
a uchovala zmrazené k naslednému stanoveni. VSechny vzorky jsem stanovovala na TOC/TN

analyzatoru (LiquicTOC Il, Elementar, Némecko).

Na fumigované vzorky jsem navazila 5 g pudy do centrifugac¢nich zkumavek a dala

je fumigovat. Vlozila jsem je do exsikatoru s vlhkym filtratnim papirem, s kadinkou
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s chloroformem a sklenénymi kousky. Exsikator jsem nechala 15 minut evakuovat a nasledné
ho uzaviela. Vzorky se nechaji takto fumigovat po 24 h. Druhy den jsem vzorky opakované
evakuovala, abych z nich odstranila chloroform. Dale jsem je extrahovala a zpracovavala
stejnym zpusobem jako vzorky nefumigované. MBC a MBN jsem nasledné pocitala jako
rozdil koncentraci DOC/DN fumigovanych a nefumigovanych vzorkl. Tento rozdil jsem
nasledné korigovala korek¢énimi faktory, pro C jsem pouzila hodnotu 0,36 (Vance et al., 1987)
apro N 0,54 (Joergensen & Mueller, 1996).

3.3.2. Navratnost polyfosfata

Ke zjisténi navratnosti PolyP z pudy ve formé SRP jsem vyuzila bézné vyuzivanou fumigaéné
extrakéni metodu stim, ze jsem do ni pfidala nékolik oSetieni s piidavkem PolyP.
Pfi fumigacné extrakéni metodé se vzorky bézné oSetiuji tfemi zpisoby. Prvnim je okamzita
extrakce vzorkl (nefumigované vzorky, NF), pfi druhém se vzorky nejprve nechaji fumigovat
a poté se extrahuji (fumigované vzorky, FF) a pfi tietim se do vzorki pfidava znamé mnozstvi

PO4 a poté se vzorky hned extrahuji (korekce na sorpci, NF + PO4).

Na fumigované vzorky jsem si navazila 3 g pfirozené vlhké pady a fumigovala
je stejnym zpasobem, jak bylo uvedeno v kapitole 3.3.1.3. Dalsi den po odsati chloroformu
jsem vzorky extrahovala 45 ml 0,5 M NaHCOz3 na horizontalni tfepacce po dobu 60 minut.
Poté jsem vzorky nechala 15 minut centrifugovat. Nasledné jsem ze suspenze odebrala 20 ml
do 100 ml NTS. Do vsech vzorkii jsem dale postupné pridala 1,4 ml 4,5 M H2SO4 a nechala
je stat pti pokojové teploté po 24 h. Dalsi den jsem vzorky ptefiltrovala pies filtracni papir
apfipravila je na spektrofotometrické stanovovani. Ze zfiltrovanych extrakti jsem
napipetovala 10 ml do 20 ml zkumavek. Poté jsem ptidala 0,8 ml roztoku molybdenanu
amonného s vinanem antimonylo-draselnym a 1,6 ml kyselina askorbové a dikladné jsem
vzorek promichala. Po 1 hodiné¢ jsem zméfila absorbanci vzorkli pifi 886 nm

na spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

K depolymerizaci PolyP na POs muze teoreticky dochazet v rtiznych castech
fumigacné extrakéni metody. Depolymerizace mize byt abiotickd ¢i biotickd. K abiotické
depolymerizaci muze dochazet jak v padé, tak v okyseleném extraktu bez pomoci enzymd.
Jeji dominanci vSak o¢ekavam v okyseleném extraktu, jelikoz pfilis§ nizké pH snizuje aktivitu
enzymi na minimum. Naopak Kk biotické depolymerizaci dochazi predevsim V pade,

kde po fumigaci dojde k wvyliti enzymt zbuinky, které zde mohou rozkladat PolyP.
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Abych zjistila, zda se PolyP depolymerizuji a zda vice abioticky ¢i bioticky, pfidala jsem
k zakladnim oSetienim fumigacné extrakéni metody jesté 4 dalsi oSetfeni, a to s pridavky

PolyP.

Pii 1. a 2. oSetfeni vzorku jsem piidavala PolyP do fumigované (FF + PP)
a nefumigované pudy (NF + PP). Pfidavala jsem 10 umol P ve formé PolyP (ve formé roztoku
Grahamovi soli — polyfosforecnanu sodného (NaPOs)y) na 1 g suchého podilu pudy.
Pii 3. a4. oSetfeni vzorkid jsem piidavala PolyP do extraktu pied okyselenim jak
fumigovaného (FF + PE), tak nefumigovaného vzorku (NF + PE). Abych piidala stejné
mnozstvi PolyP do téchto okyselenych extrakti, musela jsem PolyP ziedit na 4/9 pivodniho
roztoku. Na zacatku experimentu jsem totiz PolyP ptidavala do pudy extrahované 45 ml
extrakéniho ¢inidla a v tomto kroku pouze do 20 ml, coz je 4/9 alikvot pivodniho objemu
extrakéniho Cinidla. Se v§emi vzorky jsem pracovala stejnym zptisobem jako pii fumigacné

extrakéni metodé.

Navratnosti PolyP jsem nasledné pocitala dle nasledujiciho obecného vzorce:

) SRP, — SRP
Navratnost = ——— X 100
PP X kg,

ve kterém PP zna¢i mnozstvi piidavaného P ve formé PolyP, SRP, zna¢i mnozstvi SRP
s piidavkem PolyP, SRP je koncentrace SRP v ptid¢ bez ptidavku PolyP a k., je ndvratnost
POa, ktera se odhaduje v ramci fumigacné extrakéni metody. Podle schématu na obrazku 1
jsem pocitala Ctyfi rizné navratnosti, které oznacuji jako nPP, fPP, nPE a fPE. Navratnost
PolyP z nefumigované pudy (nPP) jsem pocitala dle tohoto vzorce:

_ (NF +PP) — NF

PP
" PP X kep

x 100

Navratnost PolyP z fumigované pudy (fPP) jsem pocitala dle vzorce:

_(F+PP) —F

PP
/ PP X kg

x 100

Navratnost PolyP z nefumigovanych extraktti jsem pocitala dle vzorce:

_ (NF +PE) — NF

PE
n PP

X 100

Navratnost PolyP z fumigovanych extraktii jsem pocitala dle vzorce:
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(F+PE)—F

fPE = PP x 100

U poslednich dvou vzorcii chybi k., protoZe se P v piidnim extraktu nema na co vazat.

Pudni vzorek

'(\ NF + PP NF NF + PO4 F Ferp /) !
\® e - s o
PUDA ‘ ~ PUDA
XT Kcé\ 7}&“&‘ %
\
* @ * @ < : —
EXTRAKT = = - ? f f EXTRAKT

Qe @Err> @ @ D & G

Obr. 1: Obrazek zndzornuje schéma experimentu na kvantifikaci navratnosti PoOlyP z piidy
a piidnich extraktii. Horni Fada zobrazuje vzorky pudni, dolni fada zobrazuje extrakty. Leva
piilka schématu znazornuje cast experimentu, ve které vzorky nebyly fumigované a prava pulka
schématu znazornuje cast experimentu, ve které byly vzorky fumigované. V horni radé zleva
jsou zobrazeny piidni vzorky pred extrakci — nefumigované s pridavkem PolyP do piidy
(NF + PP), nefumigované (NF), nefumigované s pridavkem POs (NF + PO4) a ndsleduji
pudni vzorky pred extrakci a fumigaci — fumigované (F), fumigované s pridavkem PolyP
do pudy (F + PP). V dolni 7ade pak kK hornim vzorkiim pribyly dalsi dvé osetreni. Pudni extrakt
NF a FF se pred okyselenim rozdélil na dve casti, prvni ziistala bez pridavku a do druhé byl
pridan PolyP (NF + PE, FF + PE).
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3.3.3. Rustovy experiment a fumiga¢né extrakéni metoda

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda mikroorganismy vykazou rust bez piidavku
P do ristového média, tedy zda vyuzivaji vnitini zdsoby PolyP. Do 300 ml NTS lahvi jsem
navazila 25 g sterilniho pisku a mnozstvi pudy (viz tabulka 1), které bylo vypocitané
tak, aby obsahovalo 5 pmol mikrobialniho C. Poté jsem piidala 1 ml roztoku ristového média
bez piidavku P (v 1 1 redestilované vody jsem rozpustila sacharozu - 2,85 g, coz je 70nasobek
MBC, dale kvasnicovy extrakt - 0,036 g, MgS0Os4.7H20 - 0,072 g, FeSO4 - 0,0072 g, NH4ClI -
0,356 g, CaCl - 0,0072 g). Vse jsem poctivé promichala a NTS lahvi¢ky uzaviela oxitopovymi
hlavicemi a ulozila jsem je do inkubatoru na 7 dni pii teploté 20 °C. Oxitopové hlavice funguji
na principu méteni zmény podtlaku, ktery vznika tim, Ze se spotiebovava kyslik a veskery
vyprodukovany oxid uhli€ity se vdze na hydroxid sodny, ktery je soucasti hlavicek. Takovy
podtlak je tak pfimo umérny koncentraci spotfebovaného kysliku, dle kterého se nasledné
pocita ristova rychlost. Rastova rychlost se pocitd z kiivek pribehu spotieby kysliku,
kdy je rustova rychlost pfimo imérna exponencialnimu nartstu rychlosti spotieby kysliku.
K tomuto nartstu dochéazi zhruba po 24-48 hodindch od zacatku inkubace a trva dalSich
asi 24 hodin, poté se rychlost spotieby kysliku stabilizuje. Ristova rychlost se vypog¢itava
automaticky pomoci bali¢ku growthrates (Petzoldt, 2022) ve statistickém programu R.

Po tydnu inkubace jsem odvazila smés pidy a pisku do 50 ml centrifugaénich
zkumavek, provedla znovu fumigaéné extrakéni metodu a zjistovala jsem stechiometrii
mikrobialni biomasy (C:P a N:P), ktera by méla znagdit ptitomnost PolyP (viz kapitola 2.2.).
Pokud by buniky obsahovaly PolyP, které by mikrobialni biomasa vyuzila k rtistu, poméry C:P
a N:P by se mély zvysit.
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Tab. 1: Tabulka ukazuje mnozZstvi pidniho mikrobidlniho uhliku (MBC) a suSiny (DW)
V piidnich opadovém (O) a humusovém (A) horizontu z riiznych plocha povodi Certova (CT)
a Plesného (PL) jezera. Ddle ukazuje, kolik piidy je nutné navazit, aby vzorek obsahoval 5

umol MBC.

Povodi C. plochy Horizont MBC (umol/g) DW Navazka pldy (g)
CT 25 0] 22,8 0,22 1,00
cT 25 A 16,1 0,23 1,37
cT 74 o) 13,1 0,22 1,71
cT 74 A 9,1 0,25 2,17
CT 265 O 32,9 0,28 0,55
CT 265 A 26,0 0,38 0,50
PL 114 0] 51,1 0,37 0,27
PL 114 A 304 0,34 0,48
PL 147 0] 20,5 0,20 1,19
PL 147 A 12,2 0,24 1,70
PL 150 o) 12,0 0,19 2,21
PL 150 A 17,1 0,31 0,94

3.3.4. Barveni polyfosfati

Na barveni PolyP jsem zvolila Neisserovu metodou s pouzitim methylenové modfi. K jejich
nabarveni jsem vyuzila pudni vzorky pfed inkubaci s médiem bez ptidavku P, tedy vzorky
teoreticky obsahujici PolyP, a vzorky ptudy po inkubaci smichané s piskem, tedy ty, které byly
tyden inkubovany, coz znamena, ze by v nich teoreticky mély byt PolyP vycéerpany. Tyto

vzorky jsem barvila pouze v jednom opakovani.

Na piipravu suspenze jsem navazila 2 g pidy ¢i 2 g pudy smichané s piskem a pfidala
knim 50 ml 0,8 % NaCl. Suspenze jsem poté rozetfela na podlozni sklicka a nechala
zaschnout. Nasledné jsem aplikovala roztok obsahujici methylenovou modi a krystalovou
violet. 15 vtefin jsem roztok nechala pisobit a poté ho oplachla vodou z kohoutku. Dale jsem
aplikovala roztok s bismarkovou hnédi, ktery jsem nechala ptsobit 45 vtefin a poté ho oplachla
vodou. Po uschnuti jsem vzorky vzala pod mikroskop (Olympus BX61). Sledovala jsem
vzorky se spodnim svétlem a imerzi, zvétSeni jsem nastavila na 100x. Pti sledovani

jednotlivych vzorku jsem nafotila nékolik reprezentativnich snimkd.
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3.3.5. Statistické zpracovani dat

Statisticka hodnoceni jsem provadéla ve statistickém programu R (R Team, 2022) pomoci
zobecnénych linedrnich modelti s gamma distribuci. Postupnym vybérem jsem zjiStovala
efekt ptdnich horizontd, ploch a povodi jezer CT a PL na vSechna zakladni data (SRP, MBC,
MBN, MBP a Vmax).

Stejnym zpusobem jsem zjisStovala efekty pudnich horizontd, ploch a povodi
na jednotlivé navratnosti PolyP — navratnost z nefumigované pady (nPP), z nefumigovaného
exktraktu (nPE), z fumigované pidy (fPP), a z fumigovaného exktraktu (fPE). Zaroven jsem
postupnym vybérem testovala i jednotlivé névratnosti mezi sebou. Na zavér jsem pomoci
posthoc testu zjistovala, které varianty ndvratnosti se od sebe liSi. Tento test jsem d¢lala

pomoci balicku emmeans (Lenth, 2024).

Pomoci stejného modelu jsem také testovala efekt ptidnich horizontd, ploch a povodi
na rastovou rychlost a stechiometrii mikrobialni biomasy (mikrobidlni pomér C:P a N:P)
pfed a po rastovém experimentu. Nésledné jsem testovala velikost zmény stechiometrie
mikrobialni biomasy v reakci na ukonceni ristu (vy&erpani PolyP). Na zavér jsem pomoci
posthoc testu zjistovala, které experimentalni varianty se od sebe 1iSi v mikrobidlnich

pomgérech. Tento test jsem délala pomoci balicku emmeans (Lenth, 2024).

4. Vysledky

4.1. Zakladni analyzy

V tabulce (Tab. 2) jsou znazornény zékladni charakteristiky opadového a humusového

horizontu na tfech riiznych lokalitich povodi Certova a Plesného jezera.

Hodnoty MBC (X?1, 36) = 3,45; p < 0,001), MBN (X%, 36) = 3,76; p < 0,001) & Vmax
(X2, 36 = 6,8; p < 0,001) se statisticky vyznamné lisily pouze mezi piidnimi horizonty.
U hodnot SRP vysel priikazny rozdil mezi plochami (X%, 35 = 22,87; p < 0,001) a ptdnimi
horizonty (X%, 36 = 2,79; p = 0,0079). U MBP nevysly zadné statisticky priikazné rozdily.
Primérné hodnoty MBC, MBN a MBP lze vidét v obrazku 2.
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Tab. 2: Zdakladni charakteristiky opadového (O) a humusového (A) horizontu na trech riznych
lokalitach povodi Certova (CT) i Plesného jezera (PL). pH (H20), extrahovatelny rozpustény
organicky uhlik (DOC), extrahovatelny celkovy rozpusteny dusik (DN), extrahovatelny
reaktivni rozpustény fosfor (SRP), mikrobialni uhlik (MBC), mikrobialni dusik (MBN)
a mikrobialni fosfor (MBP). Horni tucné zvyraznéné hodnoty v prislusnych radcich znaci

prumeéry a dolni zvyraznéné kurzivou znaci smérodatnou odchylku.

Povodi | Plocha | Horizont | pH Vmax DOC DN SRP MBC MBN | MBP
11,31 | 49,18 | 30,83 | 1,64 |596,76 | 58,11 | 23,58
0] 4,8 1,95 1,12 0,71 0,19| 40,28 3,90 2,92
2,18 | 49,18 | 28,12 | 0,46 |391,15| 35,94 | 21,13
CcT 25 A 4,67 0,20 1,12 0,81 0,07| 17,97 2,80 0,34
5,11 | 46,38 | 16,25 | 0,19 |326,83 | 29,52 | 14,50
0] 3,75 0,97 1,37 0,45 0,05| 29,42 3,22 0,63
6,31 | 45,60 | 5,90 0,04 |175,10| 15,49 | 8,40
CcT 74 A 3,41 1,22 1,22 0,03 0,03 9,71 1,29 0,93
5,07 | 63,44 | 26,91 | 0,43 |543,39| 49,91 | 19,96
0] 4,22 0,40 1,41 0,65 0,04| 27,57 2,14 0,30
2,48 | 26,45 | 6,32 0,06 |220,54 | 22,01 | 11,75
CcT 265 A 3,78 0,72 0,51 0,10 0,02| 11,38 1,62 0,78
2,38 | 60,06 | 13,84 | 0,55 |472,24| 46,09 | 13,41
0] 3,72 0,18 1,03 0,18 0,05 8,47 1,12 1,18
3,83 | 41,09 | 8,82 0,38 |325,22 | 29,67 | 22,22
PL 114 A 3,75 1,26 0,64 0,23 0,03| 20,17 1,18 2,26
2,48 | 90,86 | 23,75 | 0,33 |615,13| 58,51 | 10,59
0] 4,4 0,44 2,12 0,30 0,09| 33,91 4,74 1,72
9,41 | 29,54 | 5,07 1,25 |263,89| 26,00 | 14,5
PL 147 A 3,69 1,20 1,19 0,41 0,02| 15,56 2,54 0,41
6,92 | 66,91 | 35,00 | 2,37 |421,70| 46,94 | 23,13
0] 4,16 1,05 1,50 1,52 0,25| 32,13 2,16 1,79
1,53 | 35,57 | 6,61 0,60 |218,77| 21,54 | 11,51
PL 150 A 3,99 0,29 1,70 0,37 0,04 7,22 0,45 0,70
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Obr. 2: Obsah wuhliku (MBC), dusiku (MBN) a fosforu (MBP) Vv mikrobidlni biomase
opadového (0) a humusového (4) horizontu z povodi Certova (CT, oranzova barva sloupcii)
a Plesného (PL, cerna barva sloupcit) jezera. Velikost sloupeckii odpovida primeru a chyboveé

usecky smérodatné odchylce (n = 9). Osa y ma u kazdého grafu jiny rozsah hodnot.

4.2. Navratnost polyfosfati
Navratnosti PolyP z ptidy a z extrakti ve formé& SRP jsou zobrazeny v tabulce 3 a v obrazku
3. Navratnost PolyP byla ve vSech vzorcich vysoka, primérné dosahovala 50-80 %. Celkové

nejvyssi navratnost PolyP byla z piadnich fumigovanych vzorka (fPP).

U navratnosti PolyP z nefumigované pudy (nPP) byl statisticky prikazny efekt
horizontu (X%, 35 = 0,43; p < 0,001) a povodi (X2¢, 35) = 0,33; p < 0,001). U nefumigovaného
exktraktu (nPE), fumigované pudy (fPP) a fumigovaného exktraktu (fPE) nevySel zadny
signifikantni efekt pidnich horizont, ploch a ani jednotlivych povodi. Pfi testovani
navratnosti mezi sebou vysel statisticky prikazny efekt jednotlivych navratnosti PolyP

(X2, 139) = 1,23; p < 0,001).
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Obr. 3: Graf navratnosti POlyP z nefumigovaného extraktu (nPE, Seda barva sloupce),

Navratnost polyP (%)

Horizont

Z fumigovaného extraktu (fPE, cernd barva sloupce), Z nefumigované pudy (nPP, rizova
barva sloupce) a z fumigované pudy (fPP, cervend barva sloupce) z opadového (O)
a humusového (4) horizontu z povodi Certova (CT) a Plesného (PL) jezera. Velikost sloupeckii
odpovida priméru a chybové usecky sméerodatné odchylce (n = 9).
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Tab. 3: Vypocitané jednotlivé navratnosti PolyP v procentech. Navratnost 7 nefumigované
pudy (nPP), 7 nefumigovaného exktraktu (nPE), 7 fumigované pudy (fPP), ndvratnost

Z fumigovaného exktraktu (fPE). Horni tucné zvyraznéné hodnoty v prislusném radku znaci

prumeéry a dolni zvyraznené kurzivou znaci smeérodatnou odchylku.

Povodi |Plocha Horizont |nPP (%) |nPE (%) |fPP (%) |fPE (%)
58,1 59,9 76,6 49,8

0 4,6 6,1 7,5 3,4
91,4 64,4 72,8 62,8

CT 25 A 5,1 2,9 6,6 3,0
65,1 62,1 81,3 59,9

0 3,3 2,7 1,0 08
74,1 62,2 73,1 63,1

CT 74 A 6,3 3,8 1,0 3,0
67,8 74,0 77,0 61,0

0] 1,4 13,5 3,2 3,9
83,0 57,4 63,0 56,2

CcT 265 A 1,6 0,2 0,6 0,7
47,5 84,3 72,0 62,1

0] 0,6 29,6 10,1 7,9
69,9 61,8 87,4 49,3

PL 114 A 1,8 0,8 1,1 53
45,1 45,0 68,9 39,4

0 4,7 1,1 4,8 3,0
60,2 62,2 83,3 50,3

PL 147 A 1,9 5,0 12,8 9,9
71,1 65,6 78,6 59,6

0] 11,4 55 4,6 14,1
67,2 44,1 58,3 86,8

PL 150 A 7,3 36,6 6,6 23,0

4.3. Ristovy experiment

Bé&hem inkubace vzorki s ristovym médiem bez ptidavku P se spotfeba Oz ménila takovym
zpusobem, Ze z ni bylo mozné odhadnout u vS§ech vzorku ristovou rychlost (Obr. 4A). Ristova
rychlost tedy byla pozitivni a pfi jejim testovani vySel statisticky prikazny vliv horizontu
(X2, 36) = 0,15; p < 0,001), viz obrazek 4B. U mikrobialnich pomérii C:P a N:P nevysel zadny
prukazny rozdil mezi horizonty, plochami a povodimi. Mikrobialni

(X?2,73) = 14,15; p < 0,001) a N:P (X%, 73) = 5,51; p < 0,001) pted a po inkubaci se prikazné

poméry C:P

zménily. Na zac¢atku riistového experimentu byly poméry C:P a N:P pomérné nizké. Poméry
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C:P byly primérn¢ 17-19 a po tydennim rlstu se zvysily az na primérné hodnoty 41-47
(Obr. 5). Je vidét jista souvislost mezi zménou mikrobialnich pomért a zménou barvy bunék
béhem inkubace. Barva bun¢k byla pied tydennim ristem spise fialova (zptisobena obarvenim
PolyP v burice) a po ristu se buiiky odbarvily a ziskaly spise hnédou barvu (bunky bez PolyP),

Viz obrazek 6.
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Obr. 4: Graf A) zndzorriuje pritbéh spotieby kysliku (O2) V case vybraného vzorku. Cervend
kifivka znaci prolozeni dat ristovym modelem, jehoz jednim parametrem je ristova rychlost.
V grafu B) jsou data, ktera sumarizuji riistové rychlosti odhadnuté z kiivek zndazornénych
v grafu A) z opadového (O) a humusového (4) horizontu z povodi Certova (CT, oranzova
barva sloupce) a Plesného (PL, cernd barva sloupce) jezera. Velikost sloupeckii odpovida

prumeéru a chybova usecka znaci smérodatné odchylce (n = 9).
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Obr. 5: Jednotlivé casti grafu zndazornuji mikrobidlni poméry C:P (CP) a N:P (NP) ve dvou
riiznych horizontech (opadovém — O a humusovém — A) 7 povodi Certova (CT) a Plesného
(PL) jezera. Barva sloupeckii odpovida hodnotam mikrobidlnich poméri pred (zelenda barva
sloupce) a po (cerna barva sloupce) inkubaci piidy s riistovym médiem bez pridavku fosforu.
Velikost sloupeckii odpovida priméru a chybové usecky smérodatné odchylce (n = 9).

Osa y ma u kazdého grafu jiny rozsah hodnot.

CT O — pted inkubaci CT O — po inkubaci
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CT A — pred inkubaci CT A — po inkubaci

PL O — pied inkubaci PL O — po inkubaci

PL A — pfed inkubaci PL A — po inkubaci

Obr. 6: Na obrdzcich Ize vidét vyber fotografii vzorki pred a po inkubaci opadového (O)
a humusového (A) horizontu 7 povodi Certova (CT) a Plesného (PL) jezera s ristovym médiem

bez pridavku fosforu.
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5. Diskuze

5.1. Pfitomnost polyfosfati v biomase piidnich mikroorganismu

Neexistuje zadnad znama metoda, kterou by se mohly napfimo kvantifikovat PolyP
v biomase pudnich mikroorganismid. Abych potvrdila hypotézu, ze nékteré pldni
mikroorganismy PolyP obsahuji, navrhla jsem experiment, ktery kombinuje nékolik pfistupt,
jez mohou, V piipad¢, ze mikroorganismy PolyP obsahuji, nepiimo indikovat pfitomnost
PolyP. Zvolila jsem metodu rastu biomasy ptdnich mikroorganismt na rastovém médiu
bez pridavku P, zaroven s tim jsem zjiStovala souvisejici zmény ve stechiometrii ptidnich

mikroorganismu, a také zmény barvy u obarvené ptiidni suspenze pied a po inkubaci.

Rustovy experiment na ristovém médiu bez pfidavku P jsem vybrala, jelikoz naptiklad
ve studii Capek et al. (2016) zaznamenali nartist biomasy ptidnich mikroorganismi na médiu
bez ptidavku P a poukézali tim na mozné vyuziti vnitinich zasob P. V mikrobidlni literatute
je také dobie zdokumentované, ze se PolyP rozkladaji piinadbytku ostatnich zivin,
tedy koncepéné je vyuzivani zasob PolyP znamo jiz kolem 50 let (viz kapitola 2.4.3.; Dawes
& Senior, 1973). Pfi ristovém experimentu jsem vyuzila ristového média, které neobsahovalo
Zadny P a zaroven jsem pudni vzorek ziedila piskem. Ziedénim vzorku jsem dosahla toho,
ze mnozstvi pudniho P bylo zanedbatelné a pokud by mikroorganismy vykazaly rust, vykazaly
by ho téméf bez pritomnosti P. Stejné jako ve vySe zminéné studii, doslo i pfi mém ristovém
experimentu K ristu mikrobialni biomasy (Obr. 4), coz s nejvétsi pravdépodobnosti znamena,

ze mikrobialni biomasa vyuzila k ristu vnitini zasobu PolyP.

Dalsim ukazatelem, ktery potvrzuje pfitomnost PolyP v biomase pudnich
mikroorganismd, je zména mikrobidlnich pomérti C:P a N:P. Pocate¢ni mikrobialni poméry
(tzn. pied inkubaci na ristovém médiu bez piidavku P) byly pomérné nizké, praimérné 17-19
pro C:P a 2 pro N:P. Po tydenni inkubaci s ristovym médiem bez ptidavku P doslo k nartistu
hodnot v praméru na 41-47 pro C:P a 4 pro N:P. Inicialni hodnoty poméru C:P odpovidaji
obecnému C:P poméru ribozomu (viz kapitola 2.2.). Znamena to, ze bud’ je bufika slozena
pouze z ribozomu, coz neni mozné, nebo takto nizky pomér indikuje piitomnost PolyP
Vv bunkach. Také nartist mikrobialnich pomérti béhem inkubace poukazuje na pritomnost
PolyP. Poméry C:P i N:P se zvysily, coz poukazuje na to, Ze buiiky ptidnich mikroorganismt
na zafatku experimentu obsahovaly PolyP a v prubéhu inkubace je vycerpaly k ristu.
Teoreticky by ke zméné stechiometrie mohlo dojit také tim, ze na ristovém médiu doslo

k druhové zméné mikrobidlniho spolecenstva. V nékterych ptidnich vzorcich doslo k velkému
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zvySeni C:P poméru z hodnot 14-20 na hodnoty 50-66. V jednom vzorku se C:P zvysil
dokonce z 15 na 80. Dle studie Mouginot et al. (2014) hodnota 15 neodpovida C:P poméru
zadné pudni bakterie a hodnota 80 odpovida napiiklad C:P poméru bakterie Rhodococcus spp.
Pokud by teoreticky doslo ke zméné druhového sloZeni, znamenalo by to, ze jedna bakterie
musela dominovat a pierust vSechny ostatni, coz neni pfili§ pravdépodobné. Z toho divodu

zmény v mikrobialni stechiometrii pfisuzuji spise k vyCerpani zasob PolyP.

Poslednim ukazatelem, Ze krGstu biomasy a ke zméné stechiometric doslo diky
ptitomnosti PolyP, je zobrazeni (nabarvenim) PolyP v bunikach. K barveni vzork jsem
nejprve zkousSela pouzit fluorescencni barvivo DAPI. Vybrala jsem ho, jelikoz se bézné
vyuziva pii barveni PolyP v bakteriich ve vodnich ekosystémech (Li & Dittrich, 2019),
a také pii barveni PolyP v arbuskularné mykorhiznich houbach (Nguyen & Saito, 2021).
Barveni PolyP pomoci DAPI v puidni suspenzi bylo pii mém experimentu neuspésné. Jak jsem
zminovala vyse, vzorky byly zfedéné piskem, a prave piskové ¢astecky pod mikroskopem také
fluoreskovaly. V mikroskopu jsem tak nebyla schopna rozli§it bunky padnich
mikroorganismd. Proto jsem nasledné zvolila velice dostupnou Neisserovu metodu, pii které
Vv obrazku 6 lze vidét fialové bunky (PolyP) pted ristovym experimentem a odbarvené hnédé
bunky (bez PolyP) po tydenni ristu. Zména barvy poukazuje na vy¢erpani PolyP pii ristovém
experimentu a potvrzuje tak ¢ast mé hypotézy. Na fotografiich lze vidét uréité ruseni, vetsi
fialové/Cerné skvrny, které jsou zpusobeny Spatnym rozprostfenim suspenze na sklicko
a k nasledné reakci barviva s pidnim matrixem. V mikroskopu jsem vsak byla schopna takové

skvrny odlisit od bun€k pidnich mikroorganismu a jasn¢ tak rozpoznat zmény barev bunék.

U namé&feného mnozstvi SRP v ptadé vysly statisticky prikazné rozdily mezi jednotlivymi
plochami a horizonty, coz poukazuje na rozdilnou dostupnost P. Rozdily u jinych pidnich
charakteristik a pomértt C:P a N:P mezi povodimi a lokalitami nebyly prikazné. Z toho Ize
usoudit, ze PolyP obsahuji i spolecenstva v pidach s mensi dostupnosti P, tedy pravdépodobné
nezalezi na dostupnosti P v pudé€, coz jsem piedpokladala v prvni hypotéze. Potvrdila jsem
tak jen cast prvni hypotézy a to, ze nejen néktera, ale vSechna spolecenstva pudnich

mikroorganismu obsahuji PolyP.
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5.2. Navratnost polyfosfata

Fosfor je v mikrobialni biomase soucasti mnoha dualezitych makromolekul jako RNA, ATP,
koenzymu, fosfolipidu a také PolyP. Zabyvala jsem se tim, jaké mnozstvi P ve formé PolyP
je stanovitelné jako SRP. Vyuzila jsem k tomu fumigacné extrakéni metodu, pii které se méii
P ve formé SRP a nésledné se prepocitava na MBP. Fumigacné extrak¢éni metodu jsem proto
poupravila a ptidala do ni jesté nékolik oSetfeni. Pfidavala jsem PolyP do nefumigované pudy
pred extrakci, do nefumigovaného extraktu pied okyselenim, do fumigované pudy
pred fumigaci a extrakci a do fumigovaného extraktu pied okyselenim. Zjist'ovala jsem tak,
zda dochazi k depolymerizaci PolyP hlavné v pudé ¢i ptidnim extraktu a zda se ptidavek PolyP
projevi jako zvysSena koncentrace SRP. Pro cely koncept experimentu bylo dulezité,
zda je navySeni koncentrace SRP dostatecné, aby bylo méfitelné. Vysledky inkubaéniho
experimentu Casteéné naznacuji, ze se PolyP depolymerizovat musi, jelikoz jinak bych

nedokazala vidét zmény v mikrobidlnich pomérech C:P a N:P.

Z vysledku experimentu jsem potvrdila ¢ast hypotézy, Ze se pfitomnost PolyP projevi
v mé&feném SRP. Nejvyssi navratnost PolyP jsem zméfila z pudy pied fumigaci (az 80 %).
Vsechny zbylé navratnosti PolyP ze vzorkt byly také vysoké, dosahovaly az 60 %. Z téchto
pozorovani mohu usoudit, ze k depolymerizaci PolyP dochazi ptedev§im abiotickym
rozkladem, tedy tim v pidnim extraktu (viz rozdily ve sloupeccich v obrazku 3). Ke zbylym
az 20 % navratnosti PolyP doslo v ptidnim prostfedi béhem fumigace, kde mohly enzymy
rozkladat PolyP, coz ¢asteéné vyvraci hypotézu, ze k depolymerizaci PolyP dochazi v pade¢.

K depolymerizaci dle vysledkii miize dochazet jak v pudé, tak v ptidnim extraktu.

M¢ vysledky naznacuji, ze nékteré hodnoty MBP, v ptipadé¢ Ze plidni mikroorganismy
obsahuji PolyP, mohou byt Vv ptfedchozich studiich nadhodnocené. Pti fumigacné extrakéni
metod¢ se pocita teoreticky pouze s mikroorganismy, které PolyP nemaji. Pokud ve zkoumané
pudé mikroorganismy maji PolyP, jejich pfitomnost zvySuje extrahovatelnost MBP. Vysledné
vypocitané hodnoty MBP by tak mohly byt chybné. Je to tim, Ze se hodnoty SRP piepocitavaji
korek¢énim faktorem, ktery nezapocitava pritomnost PolyP. Ve chvili, kdy PolyP pfitomné
jsou, korekéni faktor 0,4 (40 %; Brookes et al., 1982) je piilis§ nizky, jelikoz navratnost PolyP
po fumigaci dosahla napiiklad az 80 %, coZ je dvojnasobek korek¢éniho faktoru. Kvuli tomuto
faktoru mohou byt vysledné hodnoty MBP nadhodnocené a tim mitize dojit k chybnému
vypoctu mikrobidlni stechiometrie. Ze stechiometrie se nasledné mohou pocitat mineralizace
P (Capek et al., 2021), ¢imz dojde k celkové $patné interpretaci vysledkd. Princip je takovy,

ze model pfedpovidd mineralizace na zéklad€é stechiometrickych rozdili mezi biomasou
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pudnich mikroorganismti a zdroji v pidé. Jakmile je tedy stechiometrie pudnich
mikroorganismu $patn¢ odhadnuta, predikce padnich biogeochemickych modelti mohou byt

nepiesné.

Vsechny experimenty jsem provadéla na siroké skale puid. Zvolila jsem povodi Certova
a Plesného jezera, jelikoz jsou velice rozmanité. Tato povodi maji rozdilné slozeni
horninového podlozi a rozdilnou dostupnost P. Zaroven na obou povodich lze najit plochy
s riznymi fazemi regenerace lesa, vzhledem k disturbancim z minulosti (viz kapitola 3.1.).
To, Ze jsem zjistila pfitomnost PolyP ve vSech vzorcich ztakto riznych pid naznacuje,
ze mé vysledky nejsou platné jen pro tyto zvolené lokality, ale mohou poukazovat na to,
ze ptitomnost PolyP v ptidnich mikroorganismech by mohla byt spise v§eobecnym trendem,

coz by mohlo mit teoreticky disledky i pro jiné studie.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo zjistit piitomnost PolyP Vv biomase ptidnich mikroorganismu.
Detekovala jsem pfitomnost PolyP pomoci rustového experimentu a zmén mikrobialni
stechiometriec C:P a N:P kombinované s Neisserovou barvici metodou. Pfi ristovém
experimentu mikroorganismy vykazaly rast, mikrobidlni stechiometrie C:P a N:P
se po experimentu zvysila a obarvené fialové buiiky se po experimentu odbarvily dohnéda.
Vsechny tyto vysledky poukazuji na to, ze se PolyP ve vSech pidnich mikrobialnich

spolecenstvech reprezentujicich ptidni vzorek nachaze;ji.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda jdou PolyP zm¢fit pii bézné pouzivané fumigacéné
extrakéni metod€. Pomoci piidavki PolyP do riznych krokd metody jsem zjistila, ze PolyP
ve formé SRP naméfit jdou a Ze je jejich navratnost vysoka (az 80 %). Z toho duvodu
by se mélo pti vyuzivani fumigacné extrakéni metody brat v potaz, zda ptidni mikroorganismy
obsahuji PolyP. Ve chvili, kdy mikroorganismy PolyP obsahuji, miize dochazet
k nadhodnocovani mnozstvi MBP, jelikoz v takovém ptipadé mize byt prepocitavaci korekéni
faktor pfili§ nizky. Muze tak dochazet k chybné interpretaci vysledkt, a proto by se vnitini

zasoba PolyP m¢la brat v iivahu pfi tvorbé matematickych modeld.
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