Ceska zemé&délska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra pedologie a ochrany pud

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroju

Vliv Aspergillus niger na dostupnost fosforu v pidé
v zavislosti na pidnim typu

Diplomova prace

Autor prace Be. Rostislav Cermak

Program Zahradnictvi

Vedouci prace Mgr. Filip Polak, Ph.D.

© 2024 CZU v Praze






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Vliv Aspergillus niger na dostupnost fosforu
v pud€ v zavislosti na pudnim typu" jsem vypracoval samostatné pod vedenim vedouciho
diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdrojt, které jsou
citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor uvedené diplomové
prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tretich
osob.

V Praze dne 21.4.2024




Podékovani

Rad bych touto cestou podeékoval vedoucimu prace Mgr. Filipovi Polakovi, Ph.D. za
pomoc, peclivost a trpélivost. Podé€kovani patii 1 dal§im lidem na katedie pedologie, ktefi se
jakkoliv podileli na této praci, véetné Be. Sarky Hefmankové. Cht&l bych podékovat i mé
roding, ktera mé podporovala béhem studia. V neposledni fadé i pfitelkyni a mé sestie, ktera
mi pomahala nejen se stylistikou, ale i psychikou.



Vliv Aspergillus niger na dostupnost fosforu v pidé
v zavislosti na pidnim typu

Souhrn

Cilem prace bylo stanovit vliv mikroskopické vlaknité houby Aspergillus niger na
dostupnost fosforu v ptdé a ur€it zavislost tohoto procesu od pudniho typu. Celkem bylo
vybrano 6 ptd z rznych lokalit Ceské republiky: 3 hnédozemé, 2 Gernozemé, a 1 kambizem.

Tato houba byla naockovana do vybranych pud a vzorky se udrzovaly v kultivacnim
boxu po dobu 12 tydnti. Po 6 a 12 tydnech bylo provedeno stanoveni ptdni reakce, obsah vodou
mobilizovatelného fosforu, potencialné dostupného fosforu metodou Mehlich III a kationtd
AP*, Fe** a Ca®".

U vzorku, kde byl kultivovan A. niger, bylo naméteno vyssi pHm20) oproti kontrole
v 10 z 12 pripadd. Celkové byly tyto rozdily relativné malé, u hnédozemi spisSe <O0,1,
u Cernozemi <0,05 a u kambizemé <0,02.

Mnozstvi vodou mobilizovatelného fosforu bylo v8 z 12 piipadi zjisténo vyssi
u pouzitého druhu houby nez u kontroly. Ve vétsiné piipada Slo o zvySeni nebo vyjimecné
snizeni do 0,5 mg.kg!. Vyjimkou byla hnédozem C, kde byl rozdil v nariistu o 1,7 mg.kg™..

Obsah potencialné dostupného fosforu stanoveného metodou Mehlich III byl vyssi
u nami kultivované houby oproti kontrole u vétsiny pud (9 z 12 ptfipadd). U Cernozemi byly
naméfeny vyssi rozdily v mnozstvi oproti hnédozemim a kambizemi. Pokud jsme ale porovnali
procenta tohoto rozdilu, zaznamenavame jiz mensi rozdily mezi typem ptdy. Napiiklad nejveétsi
nartist méla dernozem S o 10,7 mg.kg' v 6 tydnech kultivace a 0 24,7 mg.kg™! ve 12 tydnech.
V porovnani s kambizem BR méla ve 12 tydnech o 3,4 mgkg'! a hnédozemémi v priméru
v 6 tydnech o 4,8 mgkg!. U &ernozemé S ve 12 tydnech tomu bylo téméf stejnd procent
(13,8 %), jako u kambizemé BR ve 12 tydnech (13,6 %), méné pak u hnédozemi v 6 tydnech
v pruméru (9,4 %). Byl ale zaznamenan i pokles, a to u dvou hnédozemi ve 12 tydnech
v priméru piiblizné o 4 mg.kg.

Pozorovali jsme statisticky vyznamné zvyseni Ca** u vzorkll s A. niger v porovnani
s kontrolou u hnédozemé V o 57 mg.kg™! a Gernozemé BR o 85 mg kg

Kambizem BR méla vy$§i mnozstvi AI>*u nami pouzitého druhu mikroskopické houby
oproti kontrole o 7 mg.kg™!. U hnédozemi a Eernozemi jsme naméfili naopak niz§i mnozstvi
tohoto kationtu u vzorkt s pouzitou houbou.

Mikroskopicka houba A. niger vykazovala schopnost ovliviiovat ziviny, zejména
mobilizovat fosfor ve vSech vybranych typech pud, ¢imz ho potencialné zpfistupnila ze
sloucenin pro rostlinu diiv nedostupnych.

Klicova slova: Aspergillus niger, puda, fosfor, organické kyseliny, pH



Influence of Aspergillus niger on phosphorus availability in
soil depending on soil type

Summary

The aim of this work was to determine the influence of the microscopic filamentous
fungus Aspergillus niger on the availability of phosphorus in the soil and to determine
the dependence of this process on the type of the soil. In total, 6 soils were chosen from different
locations in the Czech Republic: 3 brown soil, 2 black soil, and 1 cambium.

The fungus was inoculated into the selected soils and samples were maintained
in the cultivation box for 12 weeks. After 6 and 12 weeks, a determination of the soil reaction
was made, as well as the content of water-mobilized phosphorus, the potentially available
phosphorus by the Mehlich III method and lastly Al1**, Fe** and Ca**.

In the samples where A. niger was cultivated, a higher pHu20) was measured compared
to the control in 10 out of 12 cases. Overall, these differences were relatively small,
<0.1 for brown soils, <0.05 for black soils and <0.02 for cambium. In 8 out of 12 cases, the
amount of water-mobilizable phosphorus was found to be higher in the used fungus species
than in the control. In most cases, it was an increase, exceptionally a decrease to 0.5 mg.kg™!
was noted. The exception was brown soil C, where the difference in the increase was
1.7 mgkg.

The content of potentially available phosphorus determined by the Mehlich III method
was higher in our cultivated fungus than in the control in most soils (9 out of 12 cases). Higher
differences in quantity compared to brown soils and cambium were measured. But if we
compared the percentages of this difference, we already note smaller differences between the
types of soil. For example, black soil S had the greatest increase by 10.7 mg.kg-1 in 6 weeks
of cultivation and by 24.7 mg kg in 12 weeks. Compared to cambium BR, it had 3.4 mg.kg™!
in 12 weeks and brown soils in 6 weeks by 4.8 mg.kg™!. In black soil S at 12 weeks, it was
almost the same percentage (13.8%) as in cambium BR at 12 weeks (13.6%), while it was less
in brown soil at 6 weeks on average (9.4%). However, a decrease was also recorded, namely
by approximately 4 mg.kg™! in 12 weeks in two brown soils.

We observed a statistically significant increase in Ca”* in the samples with A. niger
compared to the control in brown soil V by 57 mg.kg™! and black soil BR by 85 mg.kg™.

Cambium BR had a higher amount of Al** in the species of microscopic fungus we used
compared to the control by 7 mg.kg™!. On the other hand, we measured a lower amount of this
cation in the brown soil and black soil in the samples with the sponge used.

The microscopic fungus A. niger showed the ability to influence nutrients, especially
to mobilize phosphorus in all selected soil types, thereby potentially making it available from
compounds previously unavailable to the plant.

Keywords: Aspergillus niger, soil, phosphorus, organic acids, pH
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1 Uvod

Obsah dostupného fosforu ve vyznamné mite ovliviiuje urodnost zemedé€lskych pid a jeho
nedostatek je béznym jevem i piesto, ze celkovy obsah fosforu v pudé€ lze povazovat za
pomeérné vysoky. Navzdory dlouhodobé aplikaci hnojiv dostupnost této ziviny zistava
relativn€ nizka diky vzniku nedostupnych forem, ¢imz rostlinam zistava skutecné pfistupny
jen maly podil a zbytek zlstava ulozen v pudé€ (Zhu et al. 2018).

V pfirodé bézné existuji mikroorganismy, které dokazou mobilizovat fosfor z téchto forem
a obstarat ho jak pro sebe, nebo pokud ziji v symbidze, poskytnut tuto zivinu i rostling.
A to diky vylucovani velkého mnozstvi latek do extracelularniho prostoru, které¢ dokazou fosfor
mobilizovat z nedostupné formy, kde k nému maji pfistup i1 kotfeny rostlin (Alori et al. 2017;
Vassileva et al. 2022).

Pritomnost ptirozenych fosfor-mobilizujicich druhti mikroorganismi se proto pro tirodnost
pudy ukazuje jako vyznamny faktor a soucasné predstavuje perspektivni nastroj moderniho
ekologického zemédélstvi. Jejich cilené vyuziti by umoznilo nejen zvysit dostupnost fosforu jiz
v zemédé€lské pidé obsazeného, ale zaroven by umoznilo snizit naroky na davku hnojeni
(Gurbanov et al. 2021).

Diplomova prace si proto dava za cil zkoumat vliv vlaknité mikroskopické houby
Aspergillus niger na zmény obsahu dostupného fosforu, snazit se identifikovat mechanismy,
které tento proces umoziuji a soucasné stanovit ptipadny vliv padniho typu na tyto procesy.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Hypotéza

Mnozstvi uvoliiovaného fosforu bude zalezet na jeho pfistupnosti. V pidach s vyss§im
obsahem snadno dostupného fosforu bude rozsah mobilizace nizsi nez v padach, kde fosfor
dominuje v nepfistupnych formach.

Mobilizace fosforu bude souviset predevsim s organickymi kyselinami a hodnotou pH
v dusledku aktivity Aspergillus niger.

22 Cil

Stanoveni vlivu mikroskopické vlaknité houby Aspergillus niger na mnozstvi dostupného
fosforu v riznych puadnich typech a urCeni vlivu padniho typu na interakci mezi
mikroorganismem a ptudou.
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3 Literarni reSerse
3.1 Fosfor

Fosfor je nekovovy prvek, jenz se vyskytuje v pfirodé pouze ve formé sloucenin
a v zemskeé kuire je obsazen priblizn€ v obsahu 0,09 % hmotnosti (Filippelli 2008). Ve fungovani
organismu hraje zasadni roli. U prokaryot i eukaryot je fosfor esencialni zivinou, ktera se tiCastni
napiiklad biochemickych procest, jako je metabolismus lipidi a syntéza nukleovych kyselin
abunécnych membran. Podili se také na bunécné signalizaci a je zivotné dilezity pro tvorbu
nukleotidt, jez obsahuji molekuly DNA a RNA, ¢i ATP (adenosintrifosfat), ktery slouzi jako zdroj
energie pro Sirokou Skalu biologickych funkci (Ha & Tran 2014). Ve skuteCnosti zadny znamy
Zivotni proces nemuze fungovat bez pritomnosti tohoto prvku (Richardson et al. 2011). Nedostatek
fosforu vede k obecnému omezeni fady metabolickych procest, veetné bunééného déleni a rastu,
nebo respirace a fotosyntézy (Terry & Ulrich 1973).

Z chemického hlediska existuje vice alotropnich forem fosforu, predev§im:

a) bily fosfor — je vysoce reaktivni a na vzduchu samo vznétlivy,

b) cerveny fosfor — vznika zahiivanim bilého bez pfistupu vzduchu a je méné
reaktivni,

c) Cerny fosfor — vznika zahtivanim bilého fosforu za velmi vysokych tlakd nebo za
ptitomnosti katalyzatoru. (Corbridge 2013)

Diky znacné reaktivité tohoto prvku se v pfirodé naléza prevazné v podobé sloucenin,
nejéastéji v podob& orthofosforeénanti -POs> (pro zjednoduseni dal v textu jen fosfor),
a nejzastoupen€jSim mineradlem je apatit, neboli fosfore¢nan vapenaty, ktery je nejcastéji
zastoupen v podobé fluoro-, chloro- nebo hydroxyl-apatitu [Caio(PO4)s(F,C1,OH)2]. Apatity
jsou magmatické, sedimentarni nebo metamorfické mineraly a slouzi jako surovina pro vyrobu
umélych hnojiv, kyseliny fosforecné a dalsich sloucenin. Dalsim diilezitym zdrojem je fosforit.
Jedna se o sedimentarni horniny oceanského pivodu vzniklé z mrtvych organismu, které
obsahovaly vysoké mnozstvi apatitu (Fecenko & Lozek 2000; Tiessen 2008; Tan 2009).

Rocné je vytézeno piiblizné 20 Mt fosforu (Scholz et al. 2014), coz je z dlouhodobého
hlediska problematické, nebot’ kvalitni zdroje ubyvaji a jsou situovany na malé ploSe. Tti Ctvrtiny se
nachazi v Maroku a Zapadni Sahate, dal§i vyznamna loziska jsou v Cing USA a Rusku. Toto
rozdéleni v kombinaci s jeho ekonomickou volatilitou (cena fosforu v roce 2008 kratkodobé vzrostla
osmkrat) by mohlo v oblasti potravinové bezpecnosti vést v budoucnosti k politickému napéti
(Cordell & White 2011; Daneshgar et al. 2018). Prestoze celkovy rozsah pouzitelnych rezerv zdroju
fosforu je tézko predvidatelny, celosvétove zasoby fosfati se odhaduji na vice nez 300 000 Mt, velka
¢ast neni v ekonomickych a technologickych podminkach pro tézbu atraktivni (Notholt et al. 2005).

Vzhledem k nestabilit¢ plynnych forem, vyskyt fosforu v atmosféfe je zanedbatelny, proto
jeho kolobéh probiha predev§im mezi horninami, vodou, ptiidou a organismy (Daneshgar et al. 2018).
Prirozeny cyklus zacina zvétravanim mineralt, odkud putuje do ptdy nebo vod. Nasledné vstupuje
do trofického systému a poté se vraci do pudy skrze vykaly, odumielé rostliny a zivocichy. Tato Cast
procesu se muze mnohokrat opakovat. Postupem Casu se tento fosfor vyplavuje do vodnich tokd,
a nakonec je unasen do moii a oceanti. Zde se opét uklada a béhem miliond let se méni na
sedimentarni horniny. Cyklus znovu zacina vynesenim na pevninskou sous a zvétravanim (Filippelli
2002; Ruttenberg 2003; Filippelli 2008).
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3.2 Fosfor v pudé

Fosfor se v pude vyskytuje v fadé forem. Tvoii bézné slozky hornin a minerald, rizné formy
organické hmoty (napiiklad humusové latky) (Khan et al. 2014) a rozpustény fosfor v pudnim
roztoku (Dollard & Billard 2003). Podily té€chto sloZek se v jednotlivych padach lisi v zavislosti od
mateCni horniny, vegeta¢niho krytu, vodniho rezimu anebo historickém vyuziti pudy (Sanyal
& De Datta 1991). Podil organického fosforu v pudé kolisa od 2 do 75 % a podil anorganického
fosforu se pohybuje od 25 do 98 %. V lehkych (pis€itych) ptdach je obsah organického fosforu nizsi
nez v pudach strednich (hlinitych) (Fecenko & Lozek 2000). Celkové mnozstvi v hloubce 0—15 cm
se mize pohybovat od 50 do 3000 mg.kg"! (Sanyal & De Datta 1991), bézné je spiSe mezi
200 az 800 mg.kg™! (Tiessen 2008).

Anorganicky fosfor je v ptd€ zastoupen v podobé minerali a hornin. Rozpustnost téchto
sloucCenin je ovlivnéna predevsim pidnim pH, pficemz pro pouziti rostlinami je nejdostupnéjsi pii
hodnotach pH 6 az 7. ZvySenim pH nad 7,3 je fixovan vapnikem, zatimco pii pH nizSim nez 6 je
fosfor fixovan hlinikem a pii pH pod 5 fixovan Zelezem (Penn & Camberato 2019). To je zptisobeno
diky zapornému naboji na molekule PO4>, ktera snadno reaguje s kationty Zeleza (Fe**), hliniku
(A1**) a vapniku (Ca®*). V diisledku toho a vzhledem ke vzniku nerozpustnych komplexti, mobilita
fosforu v ptidé a pidnim roztoku klesa a fosfor se stava nedostupnym.

Organické podoby padniho fosforu predstavujici asi polovinu celkového organického
fosforu, jsou zastoupeny jako inositol trifosfat. Jiné varianty jsou hlavné vazany v humusu a dalSich
organickych slozkach pudy. Tyto formy tvoii dulezitou zasobu fosforu v pudeé, kterou uvolriuji
béhem mineralizace a jsou citlivé na pudni vlhkost a teplotu. Organicky fosfor ma tendenci se
hromadit v padnim profilu a je jen malo pohyblivy. Mezi organické formy fosforu se rovnéz radi
slouCeniny vazané v zivém biomase, diky ¢emu je jen v mikroorganismech potencialné 60-120 kg
fosforu na hektar (Turner et al. 2005; Withers et al. 2015).

I kdyZ celkovy obsah fosforu v pude piekracuje pozadavky organismu, dostupnost fosforu je
omezena pravé jeho imobilitou. Rozpustné frakce, ptevazné HoPO4~ a HPO4> (Paul et al. 1996),
jsou proto jediné formy, které mohou organismy pfijimat. V pudach obvykle dosahuje obsah
mobilniho fosforu méné nez 0,01 mg/1 (Sharpley 2000), coz vede k jeho rychlé spotiebé.

Dynamika fosforu v rhizosfére je ovliviiovana predevsim:

o vlhKosti, ktera ovliviiuje miru degradace organické hmoty;

¢ mineralnim slozenim, které urcuje rozsah sorpénich procesu (Neumann & Romheld
2002);

e aaktivité organismiu, jez maji schopnost mobilizovat fosfor.

Celosvétové ma mnoho pud nedostate¢né zasoby piistupného fosforu, dasledkem ceho je
vyzadovano intenzivni hnojeni, a tedy dostupnost fosforu v pide je spatiovana jako hlavni faktor
omezujici produktivitu rostlin (Richardson et al. 2011).

3.3 Fosfor v pudé

Obecné¢ jsou k hnojeni vyuzivany organické a mineralni formy fosforu. Mezi organické, které
lze povazovat za obnovitelné, jsou fazeny:
a) organicka a statkova hnojiva (chlévsky hnij, kejda, moctvka, slama a kompost),
b) Kkostni moucka,
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c) kaly z Cistiren odpadnich vod a
d) rybni¢ni bahno (Vangk 2007).

Potencialnim problémem u téchto hnojiv je kontaminace t€zkymi kovy, piipadné jinymi
rizikovymi latkami (Duras & Potuzak 2021), které vyzaduji ,,vycisténi hnojiva pred pouzitim
(Kotzurova et al. 2016).

K mineralnim formam, které jsou nejvice vyuzivany, patii superfosfaty, napiiklad
[Ca(H2PO4)2] (Tan 2009) nebo komercné nazyvany Amofos. Oboji jsou granulovana, kombinovana
hnojiva s vodorozpustnym fosforem o urcitém obsahu, napiiklad superfosfaty 7,5-21 % P2Os.
Zaroven se tato kombinovana hnojiva pouzivaji 1 ke hnojeni dalsim prvkem, superfosfaty obsahuji
siru a Amofos amonny dusik (Van&k 2007).

Celosvétove jsou potieby fosforu uspokojovany t€zbou sedimentl, znichz se az 82 %
spotfebuje na hnojiva (Van Kauwenbergh 2010). Spotfeba fosforu pro ucely hnojeni se ale
v disledku rostouci populace a poptavky po zemédélskych vynosech zvysuje (Sarvajayakesavalu
et al. 2018). Vzhledem k tomu, ze z celkové aplikace je efektivnich pouze 16 % (Loehr 2012),
souCasna zemédélska praxe ma tendenci davku hnojiv navySovat (Adhya et al. 2015), v dusledku
Ceho se realn€ hnojivem jen vic plytva. Po aplikaci hnojiva do pidy za¢ne vlhkost rozpoustét jeho
Castice, coz zvySuje mnozstvi fosforu v pidnim roztoku a umozinuje mu difuzi na kratkou vzdalenost
od hnojiva (Busman et al. 2002). Kvuli rychlé adsorpci nebo vazani mikroorganismy se vice nez 80
% fosforu z hnojiva miZze stat pro rostliny nedostupnym kratce po aplikaci (Zhu et al. 2018). Vétsina
pud ma vysokou schopnost vazat fosfor, coz znamena, ze nadbytek fosforu z hnojiv ma tendenci
hromadit se v pudé (Withers et al. 2015), zatimco snadno rozpustné formy se mohou lehce vymyvat
(Ha & Tran 2014). Tento jev zpusobuje narist fosforecnanti ve vodnich tocich a v minulosti ved]
k eutrofizaci a nadmémému rustu sinic, coz naruSovalo ekosystémy v dusledku nedostatku
rozpusténého kysliku nebo tvorby cyanotoxinti (Anderson et al. 2002). I kdyz se tento problém od
druhé poloviny 20. stoleti vyrazné zlepsil, unik fosforu zistava vyznamny. Odhaduje se, ze jen
v ramci EU-27 bylo v roce 2005 kvili zemédélské Cinnosti splachnuto do vodnich tokd kolem
0,146 Mt fosforu (van Dijk et al. 2016).

3.3.1 Strategie pro blizkou budoucnost

Udrzitelnost globalniho vyuzivani fosforu se objevuje jako hlavni spolecensky cil pro zajisténi
budouci potravinové, energetické a vodni bezpecnosti. Hlavni vyzvy rozdélil Withers et al. (2015)
do Ctyt bodu :

1) spotifebovavat méné fosfatové horniny s vyssi u€innosti,

2) minimalizovat ztraty fosforu a vznik odpadu, ktery nelze recyklovat,

3) stanovit ekonomické, socialné a environmentalné piijatelné cile udrzitelnosti, aby doslo
ke snizeni poptavky po fosforu a

4) navrhnout vyrobni systémy fizené vystupem s minimalnimi pozadavky a maximalni
ucinnosti.

Dal$imi alternativami, jak zlepSit vyuziti fosforu v zemédé€lstvi je zvySeni piesnosti pouzivani
hnojiv (Withers et al. 2015), §lechténi rostlin (Rose et al. 2010) a vyuziti nanocasticovych hnojiv
(Liu & Lal 2014). Velmi slibnym se vSak jevi vyuziti jiz v pidé nahromadéného fosforu
z dlouhodobé aplikace fosfore¢nych hnojiv. Tento naakumulovany fosfor predstavuje z globalniho
hlediska velky sekundarni zdroj, ktery je dostateCny k udrzeni vynost plodin po celém svéte

13



pfiblizné na 100 let (Khan et al. 2007). Zpfistupnit by ho dokazali nekteré fosfor mobilizujici
mikroorganismy a produkty jejich metabolismu (Adhya et al. 2015; Kour et al. 2021).

3.3.2 Fosfor mobilizujici mikroorganismy

Mikroorganismy hraji zasadni roli v rhizostéfe, kde plni mnoho vyznamnych funkci. Existuje
obrovska rozmanitost ptdnich mikrobiomu (epifytickych, endofytickych a rhizosférickych), které
maji schopnost mobilizovat nerozpustny fosfor a zvysit jeho pfistupnost (Kour et al. 2021). Tato
Siroka Skala bakterii, hub a endofyti ma schopnost solubilizovat (rozpoustét) anorganické
i organické formy fosforu prostiednictvim produkce Siroké palety metabolickych produkti (Adhya
et al. 2015; Kour et al. 2021).

3.3.3 Fosfor mobilizujici bakterie

Mnozstvi  bakterii  mobilizujici fosfor muze byt vpudé podle odhadu
1-50 % z celkové ptislusné populace. Pro porovnani u hub se jedna pouze o 0,1-0,5 % (Zaidi
et al. 2009). Tyto bakterie v porovnani s rostlinami disponuji vét§im poctem mechanisma, které
umoziuji fosfor zpfistupnit. Jedna se o produkci anorganickych a organickych kyselin
(Rodriguez & Fraga 1999) a snizovani pH produkci protontt (H). Primarné mineralizuji
organické formy pomoci extracelularnich enzymu, které v zavislosti od pH pidy budou bud’
kyselé nebo alkalické povahy (Ragot et al. 2017). Znamé bakterie, které ovliviiuji pfijem
fosforu rostlinami zahrnuji rody Bacilluss (Ramesh et al. 2014), Rhizobium (Chabot et al. 1996)
a dalsi (Billah et al. 2019).

Nassal et al. (2018) provedli experiment s bakterii Pesudomonas sp. ve skleniku na
rostlince rajcete (Solanum lycopersicum), pii kterém bakterii naockovali do pidy s nizkou
zasobou fosforu potiebného k dosazeni uspeésného klieni rostlin. Pisobenim bakterie byl
pozorovan: a) vyssi prijem fosforu rostlinami, b) vyssi mikrobialni aktivita v ptdé a ¢) zlepSeni
rastu rostlin.

3.3.4 Fosfor mobilizujici mikroskopické houby

Rostliny jsou schopny bez pomoci mikroorganismu ziskavat fosfor z pudy pouze
v blizkosti kofenti nebo kofenového vlaseni. Vznikem symbidzy s mikroskopickymi houbami
se tento prostor rozsifuje dale od kofenli a vznika prostor spolecny oznacovany jako
mykorhizosféra. Ta v zavislosti od propojeni mize tvofit ektomykorhizni symbidzu nebo
arbuskularni mykorhizni symbiozu (Priyadharsini et al. 2016).

Ektomykorhiza zahrnuje kolem 2 % vSech rostlinnych druht, prevazné vsak drevin,
u nichz houby umoziuji hostiteli pfijimat vodu a ziviny. Tyto latky pronikaji pfes hyfy do
mezibunééného prostoru kofene anebo se koncentruji na povrchu kofent (Kafle et al. 2019).
Ektomykorhizy jsou schopny mobilizovat fosfor z anorganickych zdroji pomoci vylucovani
organickych kyselin, naptiklad kyseliny stavelové (Tunlid et al. 2016) anebo organickych
zdrojii pomoci enzymi fosfataz (Antibus et al. 1992).

Arbuskularni mykorhyzni symbidza zahrnuje houby, které tvoii symbiotickou asociaci
s vice nez 70 % druht suchozemskych rostlin véetné agronomicky dualezitych plodin jako jsou
obiloviny a lusténiny (Wang & Qiu 2006; Smith & Smith 2011). U této formy symbidzy hyfy
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3.3.5

hub pronikaji pfimo do buné€k kofent rostlin, kde vytvareji takzvané arbuskuly, piipadné
vezikuly tvorené shluky nebo svazky hyf. I v tomto ptfipad¢€ jsou hyfy schopné extrahovat fosfor
z jeho nedostupnych forem (Kafle et al. 2019).

Jak u ektomykorhizni tak u arbuskularni mykorhyzy hostitelska rostlina poskytuje
houbam na oplatku zdroj zivin ve formé cukrt a lipidu (Kiers et al. 2011).

I kdyz by bylo logické predpokladat, ze vyznamné fosfor mobilizujici mikroskopické
houby budou fazeny do téchto skupin, mnoho autori oznacuje jako efektivnéjsi kmeny z rodu
Penicillium, Aspergillus anebo Trichoderma (Sharma et al. 2013; Kishore et al. 2015; Vassileva
et al. 2022). Tyto nejsou fazeny mezi mykorhizy a je pro né€ charakteristickd schopnost
produkce rozmanité Skaly metabolit, schopnych mobilizovat fosfor. Tyto druhy jsou schopné
kolonizovat raznoroda stanovisté (mnohdy extrémni) a nevyzaduji pfitomnost symbiotické
rostliny jelikoz jsou fazeny mezi heterotrofni saprotrofy (Houbraken & Samson 2011), ¢ili
energii ziskavaji rozkladem odumfelé organické hmoty.

Aspergillus niger

Aspergillus niger je mikroskopicka houba z oddé€leni askomycety (Baker 2006), které
jsou druhové nejpocetnéjSim kmenem hub (znamo 66 tisic druhil) a rozmnozuji se nepohlavné
konidiemi se spory uvnitf utvaru zvaného askus (viecko) (Bennett Richard & Turgeon 2016;
Jablonsky et al. 2019). V zivotnim prostfedi je vSudypfitomna (vyskytuje se v pudé i ve vod€)
a diky své potencialni patogenité a produkci ochratoxinu A muze byt pro lidi nebezpecna (Baker
2006; Nielsen et al. 2009; Phoebe 2018). Lze se s ni setkat i v domacnostech na potravinach
i na sténach ¢i predmétech, typicky v podobé ,.Cerné plisné”“. Je rovnéz ekonomicky dilezita
zejména jako fermentaCni organismus pouzivany k prumyslové produkci kyseliny citronové.
Ta predstavuje jeden z nejacinn€jSich a bilancné€ nejvytézné€jSich bioprocesu, které se
v soucasnosti pouzivaji. Jako bézna soucast mikrobialnich spoleCenstev hraje A. niger v padach
také vyznamnou roli v globalnim uhlikovém cyklu. Je pudni saprobou se §irokou fadou
hydrolytickych a oxida¢nich enzymu, které se podileji na rozkladu rostlinné lignocelulozy
a také produkuje rizné enzymy, které jsou dulezité i pro prumysl (Baker 2006).

Predevs§im diky schopnosti vytvaret mnozstvi metabolickych produkti (naptiklad
kyseliny §tavelové a citronové) muze piispivat k vyzivé rostlin. Yin et al. (2015) izolovali
A. niger a Penicillium oxalicum, diky kterym doS$lo ke zvySeni dostupnosti fosforu, coz bylo
pravdépodobné zpusobeno zvysenou produkci organickych kyselin houbami do vapenité pudy
a jeji naslednou acidifikaci (Yin et al. 2015). Produkce téchto kyselin je pro A. niger zivotni
strategii jak ziskat fosfor pro sviij rist (Nascimento et al. 2021). Studie od Nascimento et al.
(2021) ukazuje, Ze v in vitro pokusech po dlouhodobé adsorpci fosforu v ptidé muze byt fosfor
uvolnén pomoci organickych kyselin této houby. Ta uvolniovala fosfor v mnozstvi prevysujicim
jeji vlastni potfebu, coz naznaCuje, ze muze pozitivné prispét k vyzivé rostlin. Procento
ziskaného fosforu po 40 dnech kontaktu s padou se pohybovalo mezi 18 a 32 %, coz ukazuje,
ze houba a vybrané metabolity mohou zvySit dostupnost fosforu c¢asteCnym zvracenim
adsorpce. Mendes et al. (2022) zkouseli nechat reagovat pfimo abiotickou kyselinu stavelovou
s fosfatovou horninou, konkrétné apatitem a extrahovali pfiblizn€ 73 % fosforu, kdy se vétsina
fosforu uvolnila za mén€ nez hodinu. Pro porovnani nechali fosfatovou horninu reagovat
i s biotickou (mykogenni) kyselinou stavelovou z A. niger, kde byla extrakce 57 % . Naproti
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tomu pii vynechani pufru v zivém médiu pfi kultivaci A. niger bylo rozpusténo témét 100 %
fosforu obsazeného v horniné (Mendes et al. 2022). Tian et al. (2021) zkoumali rozdil mezi
uvolfiovanim fosforu z fosforeCnanu vapenatého a zelezitého pomoci této houby. Mnozstvi
uvolnéného fosforu bylo jednak o dost vyssi z fosforeCnanu vapenatého, a druhak autoti dale
zjistili, ze forma fosfatl samotného ovliviiuje rozsah produkce kyselin. U obou forem fosfata
se vSak ukazal na mobilizaci fosforu dominantnéjsi vliv kyseliny stavelové. (Tian et al. 2021).

Schopnost mobilizovat fosfor pomoci A. niger nalezneme dale naptiklad v experimentu
od Xiao et al. (2013). Kultivace trvala 5 dni na agarovém médiu a 2 mésice v kvétinacich.
Nejvétsiho rustu dosahovala houba pii pH 6-7. Vyznamné vyssi aktivita mobilizovat fosfor byla
pii nizsim pH. Teplota 30 °C nejvice podporovala rust houby. Zasoleni nad 0,5 % NaCl
snizovalo schopnost mobilizovat fosfor kvili nepfiznivym osmotickym podminkam. Houba
uspesné po 5 dnech mobilizovala fosfor z nerozpustného fosforeCnanu vapenatého na agarovém
médiu. V kvétinacich s polni pudou byl vyrazné vyssi rust rostlin o 36,8 % v porovnani
s kontrolou a zvysil se 1 pfijem fosfatd pSenice, kde bylo pozorovano o 40,9 % zvySeni
akumulace fosfatli v rostlinach oproti kontrole. Tato houba v pokusu se pSenici zpusobila
zjevné snizeni pH pudy v porovnani s pudou neo¢kovanou (Xiao et al. 2013).

Nejsou to ale pouze organické kyseliny, pomoci nichz je zminovana houba schopna
rozpoustét fosfatové mineraly. Vyznamnou roli hraji extracelularni enzymy, jako je fytaza
a fosfataza (Din et al. 2019). Uginnost této enzymatické aktivity méfili Din et al. (2019)
v polnim pokusu, zvlast' s A. niger a Azotobacter (bakterie), na podporu fixace dusiku a také
v kombinaci téchto dvou mikroorganismu. Zvyseni kvality riistu pozorovali oproti kontrole
u A. niger i Azotobacter. AvSak nejvyznamnéjsi zlepSeni nastalo az pii oSetfeni jejich
kombinaci (Din et al. 2019).

3.3.6 Mechanismy mikrobialni mobilizace fosforu

Dynamika fosforu v ptidé zavisi na rozpousténi a srazeni, sorpci a desorpci a vzajemné
pfeméné mezi organickymi a anorganickymi formami fosforu (Sims & Pierzynski 2005). Tyto
procesy ovliviiuji v ptidé fosfor mobilizujici mikroorganismy prostfednictvim mineralizace,
mobilizace a imobilizace, které jsou fizeny dostupnymi anorganickymi mineraly v pade. Hlavni
strategie pro rozpousténi fosfati u téchto mikroorganisma zahrnuje exsudaci organickych
kyselin, protont a sideroford, extracelularnich enzymu; a v dusledku mineralizace organického
substratu (Rawat et al. 2021). Anorganické fosfaty, které snadno reaguji s kationty zeleza
(Fe**), hliniku (A1**) a vapniku (Ca®*) za vzniku nerozpustného komplexu, jsou mobilizovany
predevsim organickymi kyselinami (Ameen et al. 2019). Mezi tyto kyseliny patfi, naptiklad,
kyselina citronova, glukonova, stavelova a vinna. Ty chelatuji kationty, které jsou vazané na
fosfat a zpfistupni PO4> anebo zprostiedkuji jeho vytladeni ze sorpéni pozice plisobenim
aniontu organické kyseliny (Duebel et al. 2000).

Dale snizuji rhizosfércké pH prostiednictvim vymény plyna (O2 a CO») a rovnovahou
protond a hydrogenuhli¢itanu, ¢imz uvoliuji vazany fosfor (Kim et al. 1997) anebo zapficini
okyseleni a uvolnéni fosfati z komplex®i substituci protonii za kationty napi. Fe** (Goldstein
1994). Do extracelularniho prostoru jsou organické kyseliny transportovany bud pasivnim
transportem, které zavisi na permeabilité¢ membrany a pH cytosolu (Casal et al. 2008) nebo
aktivnim transportem ve sméru elektrochemického gradientu zprostfedkovanym vylucovanim
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H* cytoplazmatickymi H*-ATP-azami (Badri & Vivanco 2009). Vétsina organismi udrzuje pH
cytosolu blizko neutralni oblasti nezavisle na okolnim prostfedi, naptiklad pH 7,55 najdeme
v hyfach mikroskopické vlaknité houby A. niger (Dollard & Billard 2003). Proto organické
kyseliny opoustéji buiiku jako disociované anionty (rozStépené, zaporné nabité Castice). Za
acidifikaci bezprostfedniho okoli organismu v pud€ proto odpovida kotransport H*, ktery
zajistuje zminovany pozitivni gradient pfi uvolfiovani aniontd organickych kyselin z cytosolu
bunék. Skutecnost, ze organické kyseliny opoustéji butiku jako disociované anionty, znamena,
ze budou mit spiSe tendenci chovat se jako zasada a vychytavat volné¢ H* z pady, v dusledku
¢ehoz bude dochazet ke zvySovani pH (Hinsinger et al. 2003). Jinym zpusobem, jakym
organické kyseliny mohou ovlivilovat zménu pudniho pH, je mikrobialni indukovana
dekarboxylace organickych kyselin, ktera rovnéz vede ke spotfebé H*. V této souvislosti byl
pozorovany narast pudniho pH o 0,85 oproti kontrole (P < 0,001) béhem rozkladu citranu nebo
jablecnanu (Yan et al. 1996).

Sorpce organickych kyselin na tuhou fazi pid se uskuteciiuje diky reaktivni karboxylové
skupin€ velmi rychle, v fadu minut (Jones & Brassington 1998). Na sorpci organickych kyselin
ma vyznamny vliv predev§im mineralogické slozeni pud a jejich chemické vlastnosti (Fujii
et al. 2010). Fujii et al. (2010) zjistili rostouci adsorp¢ni kapacitu citranu, Stavelanu a octanu
s mnozstvim amorfnich (nepravideln€ usporadanych) Al- nebo Fe- oxohydroxidi na rizné typy
ptd. Uginnost vazani organickych kyselin na ptidni slozky ovliviiuje jejich difuzi do paidnich
roztokt a migraci v pudnim profilu. Slabé vazici kyseliny mohou migrovat vice jak 5 mm od
korent rostlin (Darrah 1991), vétSina vSak bude imobilizovana jiz ve vzdalenosti 1 mm (Jones
et al. 1996). Anionty organickych kyselin jsou schopny vytlacovat nékteré ziviny ze sorpcnich
mist na pudnich koloidech (Bao et al. 2011). Tyto anionty buduji konkuren¢ni vztah o sorpcni
mista sjinymi zaporné nabitymi zivinami v pudé€. Z toho divodu vyvolava vyluCovani
organickych kyselin v piidé desorpci téchto zivin nebo omezuje jejich mobilizaci v disledku
navazani na pudni slozky (Jones & Brassington 1998; Jones & Edwards 1998). Sorpce
organickych kyselin také ovliviiuje miru fixace organického uhliku a tvorby CO2 (Oburger
et al. 2009), protoze znacny podil téchto kyselin podléha v pidach mineralizaci (Fujii et al.
2010).
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4 Metodika

V diplomové praci bylo pouzito celkem 6 vzorkd ptidy z riiznych lokalit na tzemi Ceské
republiky. Z toho 5 vzorki bylo odebrano ze zemédélsky vyuzivanych pud a 1 vzorek z lesni
pady. Do vybranych pad byla nasledné v laboratofi inokulovana mikroskopicka vlaknita houba
A. niger a kultivovana pii stabilni teploté a vlhkosti po dobu 6 a 12 tydnti. Po ukonceni kultivace
bylo ve vzorcich stanoveno pH, zmény obsahu dostupného fosforu extrahovatelnych vodou
a dle Mehlicha III.

4.1 Charakteristika vybranych puad, aprava pudnich vzorku

Vtabulce 1 vidime detailn€jsi charakteristiky vybranych puad, které byly pro
diplomovou praci vybrany.

Vzorky byly usuSeny vsusarné pifi 40 °C do dosazeni konstantni hmotnosti
a sitovanim byla ziskéana frakce <2 mm, ktera byla nasledné pouzita pii experimentech.

Tabulka 1: Charakteristika vybranych pud z lokality

Ps J1 Pch CaCOs

Lokalita Pidni typ Zrnitost (%) (%) (%) (%) Vyuziti
Brdy kambizem hlinity pisek 77 5 19 X fmrkovy
es

. hovita
Brumovice | ¢ernozem typicka Efifa ovita 28 14 58 X | zemédélstvi
Citov hnédozem typicka piscita hlina ‘ 75 ‘ 13 ‘ 12 0,8
Kosova hora | hnédozem typicka hlinita puda 34 9 57 X
Suchdol ¢ernozem karbonatova | hlinita puda ‘ 44 ‘ 8 ‘ 48 20,5

. hovita
Vidim hnédozem typicka | POV e oy 58 X

hlina

Ps — pisek, J1 =jil, Pch = prach; x = zanedbatelny obsah (<0,25 %)

Brdy (Cermak 2021), Brumovice (Zadorova et al. 2015), Citov (zdroj vlastni), Kosova hora
(Zadorova et al. 2023), Suchdol (KodesSova et al. 2016), Vidim (Zadorova et al. 2015).

4.2 Stanoveni maximalni kapilarni kapacity a retenéni vodni kapacity

Aby bylo mozné simulovat podminky podobné skutecné pude, bylo nutné zajistit ptisun
vody, ktery by nemél za nasledek vznik anaerobnich podminek a umoznil transport plynii. Pro
tyto ucely musela byt v presitovanych vzorcich urena maximalni kapilarni vodni kapacita
(dale pouze OBmkk) a retencni vodni kapacita (dale pouze Orvk).

Omkk charakterizuje schopnost pudy zadrzet vodu vyuzitelnou pro vegetaci, pro kterou je
charakteristicka neustalenost. V duasledku gravitacni tihy muze voda profilem putovat, nebot
prevysuje peristalticky tlak v kapilarach mezi ¢asticemi pudy.
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Orvk UZ neni ovlivnéna gravitacni silou, nybrz pouze kapilarnimi silami a jeji hodnota
udava mnozstvi ustalené vody v pérech, ktera v realné pudé€ odpovida procentualnimu
zastoupeni kapilarnich porg, jez vedou vodu proti gravitaci (Valla et al. 2000).

Pfi stanovovani Omkk a Orvk u presitovanych vzorkt pady bylo postupovano obdobné jako
pfi stanovovani u neporuseného vzorku pomoci Kopeckého valecka (Valla et al. 2000). Pouze
s tim rozdilem, Ze valeCky byly naplnény pudou az v laboratofi. Na analytickych vahach byly
zvazeny prazdné Kopeckého valecky s hodinovym sklem a malym filtraénim papirem. Déle byl
na sytici podlozku v tacu polozen arch filtratniho papiru, na ktery se polozily valecky. Ty se
pak naplnily pfesitovanou ptidou az po okraj a zakryly hodinovym sklickem. Tac se nakonec
podlil vodou, aby nezasahovala po valecky, ale pouze vzlinala pfes filtra¢ni papiry do pudy.
Bézné se toto stanoveni s presitovanou ptdou neurcuje, pro potieby experimentu vsak bylo
potiebné pouzit homogenizovanou frakci < 2 mm, pro niz by se realné hodnoty 6mkk a Orvk
nevztahovaly, protoze Upravou pudy pivodni pory zanikly.

Valecky se nechaly sytit vodou do uplného nasyceni, které indikovalo oroseni hodinového
sklicka, kdy byly nasledn€ zvazeny. Tim byla urena maximalni nasaklivost konkrétniho
vzorku. Valecky se umistily nasledn€ na 4 vrstvy filtratniho papiru, ¢imz byl simulovan
pfirozeny prestup, podobné jako v pfirozenych podminkach ptidy. Na Obrazku 1 mizeme vidét
piiklad odsavani vody z Kopeckého valecku.

Obrazek 1: Priklad odsavani vody z Kopeckého valeckt (zdroj vlastni).
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Vilecky se podle platného postupu kazdych 5, 30, 120 minut a 24 hodin zvazily a nasledné
se umistily na 4 nové vrstvy filtraéniho papiru. Po poslednim vazeni byly valecky suSeny pfi
105 °C az do dosazeni konstantni hmotnosti. Hmotnost suché pudy byla zjisténa po vychladnuti
(Valla et al. 2000).

Vypocet Omkk a Orvk byl proveden podle vzorci uvedenych nize:

Gp— Gy
O [0 _ 100
MKK [% v/V] objem Kopeckého valetku *
Gy — Gy
Orvk [% V/V] = 100

objem Kopeckého valetku i

Gp — hmotnost valecku po 2 hodinach odsdvani
GE — hmotnost vdlecku po 24 hodindch odsavdni
Gr — hmotnost vdlecku po vysuSeni

objem Kopeckého valecku = 100 cni’

4.3 Priprava vzorku na kultivaci, inokulace pudy sporami A. niger a jeho pouzity
kmenovy druh

Zkumavky byly pfedem provrtany ve spodni Casti 2 mm vrtakem. Aby puda
nepropadavala, bylo dno ucpéno skelnou vatou. Diky tomu mohla voda i vzduch volné migrovat
v celém objemu pudy. Do takto pfipravenych zkumavek bylo navazeno piesné 6,0 g pudy
a poté byly bez vicka zvazeny. To bylo nezbytné, aby bylo béhem experimentu mozné pudu
zalévat spravnym mnozstvim vody. Pro kazdou pidu byla v pribéhu experimentu zvolena
4 opakovani s A. niger a 4 opakovani byla rovnéz pro kontrolu bez mikroskopické houby.

Ockovani probéhlo v laminadrnim boxu podle zasad sterilni prace, aby se predeslo
nezadouci kontaminaci jinymi druhy mikroorganismti. Pomoci inokulac¢ni klicky namocené do
sterilni vody byly setfeny spory A. niger, kultivované na Sabouroad dextroze agar (Himedia)
po dobu 7 dnt. Klicka se sporami se poté zanofila do pudy a ta byla intenzivné€ promichana,
aby byly spory v pudé distribuovany v co nejvét§im objemu.

Nasledné byla pipetou pridana sterilni deionizovana voda v objemu specifickém pro kazdy
vzorek pudy, aby se dosahla Omkk. Zkumavky byly opét zvazeny bez vicka, aby bylo béhem
kultivace mozné udrzovat vlhkost vzorkt v rozsahu vy$sim nez Orvk a niz§im nez Ovkk. Tento
vlhkostni rezim zajiStoval pro buriky A. niger optimalni podminky ristu a soucasné diky
gravitaénimu transportu podporoval difuzi plynt v padé.

Zalité vzorky, byly pfeneseny do kultivaéniho boxu, kde byly pfi stabilni teploté 22,5 °C
kultivovany 6 nebo 12 tydnt. Vzorky v kultiva¢nim boxu ilustruje Obrazek 2. Tac s vodou na
dn€ boxu umoznil udrzovat stabilni vlhkost vzduchu a regulovat vypar ze vzorkd. Vicka byla
na zkumavkach pouze polozena, aby byla dosazena rovnovaznost mezi tlaky, diky ¢emuz mohla
voda prosakovat do pudy nebo se z ni odpatrovat.
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Aby bylo mozné udrzovat pozadovanou vlhkost pidy, vzorky se v tydennich intervalech
vazily, a v zavislosti od hmotnosti se zalévaly pozadovanym mnozstvim sterilni deionizované
vody.

Obrazek 2: Vzorky v kultivacnim boxu (zdroj vlastni).

Kmen Aspergillus niger, ktery byl pouzit v diplomové praci nese katalogové oznaceni
CBS 140837 a pochazi ze sbirky Botanického ustavu Slovenské Akadémie Véd v Bratislave.
Pavodné byl izolovany z kontaminované pudy z oblasti byvalé tézby rtuti v Rudiianech na
sttednim Slovensku (Urik et al. 2014).

4.4 Uprava vzorki po kultivaci

Po skonceni kultivace (po 6 a 12 tydnech) byly vzorky naposledy zvazeny. Puda se prenesla
do Petriho misek a dala suS$it do susarny (Memmert) pfi teploté 40 °C. Pfi tomto ukonu bylo
vypozorovano, ze puda obsahujici A. niger méla tendenci drzet vice pohromadé, a bylo naro¢né
prenést ji ze zkumavky, to je mozné vidét na Obrazku 3 nize. Stejny efekt byl pozorovan po
6 i 12 tydnech kultivace. Po vysusSeni se vzorky rozemlely v achatové tfeci misce a vlozily do
popsanych sackda.
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Obrazek 3: Vzorky po 6 tydnech kultivace. Dole kontrolni ptida a nahofe ptuda inokulovana
sporami A. niger (zdroj vlastni).

4.5 Extrakce fosforu pomoci vody, stanoveni aktivni pudni reakce a vodou
mobilizovatelnych prvka

Po vysusSeni byly 3,0 g vzorku navazeny do 50 ml centrifugacnich zkumavek a zality 30 ml
deionizované vody, aby byl dosazeny extrakéni pomér pudy k vodé 1:10 (Jackson 1958).
Zkumavky se umistily na horizontalni tfepacku a byly tfepany pii 160 kmitech za minutu po
dobu 1 hodiny. Po skonceni extrakce byly vzorky ze tfepacky vyjmuty a ponechany volné
sedimentovat. Po uplynuti 1 hodiny se se ziskanymi extrakty dale pracovalo.

Nasledné probehlo zkalibrovani pH metru pomoci pH pufri (pH 4, 7 a 10). Znacka pH
metru (Multi 3620 IDS), elektroda (pH Electrode SenTix 940). pHu2o bylo zméfeno s presnosti
na dvé desetinna mista.

Vzorky po zméfeni pH byly nésledné prefiltrovaly pfes membranovy filtr s velkosti
0,45 um (VWR, Nylon) a nasledné analyzovany pomoci optické emisni spektrometrie
s induk¢né vazanym plazmatem (ICP-OES) iCap 7000 (Thermo). Prvkova analyza probé&hla
stejny den extrakce, aby nedoslo k vysraZeni jeho slozek. Cast t&chto vzork byla rovnéz
vyuzita na stanoveni obsahu organickych kyselin pomoci iontové chromatografie.

4.6 Extrakce dostupnych prvku podle Mehlich ITI

Metoda Mehlich III je postup extrakce, ktera je pouzitelna pro fadu prvkia. Extrakt se
sklada z 0,2 mol/L! ledové kyseliny octové, 0,25 mol/L™! dusi¢nanu amonného, 0,015 mol/L™!
fluoridu amonného, 0,13 mol/L"' kyseliny dusiéné a 0,001 mol/L' EDTA (kyseliny
ethylendiamintetraoctové). Tato extrakce se nejCastéji pouziva pro stanoveni makrozivin
(fosfor, vapnik, hoi¢ik a draslik) a mikrozivin (méd’, zinek, mangan a zelezo). Mehlich III
vysoce koreluje s rostlinnym pifijmem fosforu, a proto se povazuje za standardni metodu pro
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stanoveni jeho rostlinam dostupného typu. Pro extrakci podle Mehlich Il byla vyuzita vysuSena
puda, po urCeni vodou extrahovatelnych prvkl, ktera byla rozdrcena sklenénou tycCinkou.
Extrakce probihala za vyuziti extrakéniho poméru 1:10 podobné jako pfi extrakci vodou.
Vzorky byly extrahovany na rotacni tfepacce Multi Bio RS — 24 (Biosan) pti 20 otackach za
minutu po dobu 10 minut a nasledné centrifugovany 10 minut pii 4000 otackach za minutu.

Po centrifugaci byly vzorky prefiltrovaly pfes membranovy filtr s velkosti pora 0,45 pm
(VWR, Nylon). Z filtrovaného roztoku byl pipetovanim odebran 1 mL a pfenesen do zkumavek
s 9 mL deionizované vody. Pomoci ICP-OES byl v téchto 10nasobné ziedénych roztocich
stanoven obsah prvku. Analyza probéhla dle standardniho postupu maximalné do tii hodin od
extrakce.

4.7 Extrakce vzorkia pomoci BaClz, stanoveni vyménného pH a vyménnych kationtu

Béhem extrakce v BaCl, bylo podle standardniho metodického postupu (Cools & De Vos
2010) do 15 ml centrifugacnich zkumavek navazeno 1,0 g vzorku a zalito 12 ml 0,1 mol/L
roztoku BaCl> (Cools & De Vos 2010). Princip této metody spociva v nasyceni sorpéniho
komplexu prebytkem kationtu Barya (Ba’*) a vytdsnéni sorbovanych kationtd z pldy do
roztoku. Vzorky byly nasledné na rotacni tfepac¢ce Biosan — Multi Bio RS - 24 extrahovany pfi
20 otackach za minutu po 2 hodiny. Po ukonceni extrakce byly nasledné vlozeny do centrifugy
pii 4000 otackach za minutu po dobu 10 minut. S takto pfipravenymi vzorky bylo dale
nakladano.

V navaznosti na probehlé ukony bylo u¢inéno zkalibrovani pH metru pomoci pH pufrt
(pH 4, 7 a 10). Znacka pH metru (Multi 3620 IDS), elektroda (pH Electrode SenTix 940).
Zméftilo se pHaac2 s presnosti na dvé desetinna mista.

Dale se vzorky prefiltrovaly pfes stfikackovy membranovy filtr s pory mensimi nez
0,45 um (VWR, Nylon). Do zkumavek byl pipetovanim pienesen 1 mL filtrovaného roztoku
ke kterému bylo pfidano 9 mL deionizované vody. V téchto 10nasobné ziedénych roztocich byl
stanoven obsah prvki. K tomuto ucelu bylo opét vyuzito ICO-OES.
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S Vysledky
5.1 Zmény pH pudy

Na grafu 1(a) hnédozemé pozorujeme vyssi hodnotu aktivni padni reakce pHm2o0)
u vzorkl s A. niger oproti kontrole u vSech vybranych ptd. Z téhoz grafu jsou dale celkove
vidét vyssi hodnoty pHwz0) ve 12 tydnech kultivace oproti 6 tydnim. Statisticky vyznamné
vys$Si pHmo) u vzorka s kultivovanou houbou bylo naméfeno u pudy Kosova hora jak
v 6 tydnech kultivace (kontrola 5,86 a A. niger 6,01), tak ve 12 tydnech (kontrola 6,04
a A. niger 6,13). V piipadé pudy Vidim bylo statisticky vyznamné méfeni ve 12 tydnech
(pH20) u kontroly 7,04 a A. niger 7,17).

Z grafu 1(b) ¢ernozemé a kambizem (BR) vidime statisticky vyznamné zvySeni pH2o0)
u vzorkt s houbou pouze v piipadé pudy Suchdol v 6 i 12 tydnech. Toto zvySeni bylo <0,05
setin jednotek. V 6 tydnech bylo pHuo) (u kontroly 7,91 a A. niger 7,96) a ve 12 tydnech
(u kontroly 8,22 a A. niger 8,25). Pida Brumovice méla u kontroly v 6 tydnech a u A. niger ve
12 tydnech velky rozptyl a nelze ji jednoznacné€ hodnotit. Bylo zde vSak v 6 tydnech naméteno
vy$si pHaoy u A. niger oproti kontrole, pozdéji ve 12 tydnech byly méfeny nizs§i hodnoty
u vzorkl inokulovanych houbou.

U kambizemé& Brdy, ktera méla pHuzo) < 4 jednotky jsme naméfili (u kultivované houby
v 6 tydnech 3,92 a u kontroly 3,95). Ve 12 tydnech byl rozdil mezi houbou a kontrolou
nevyznamny (<0,01 jednotky).

U pud typu hnédozemé a cCernozemé bylo méfeno ve 12 tydnech vys$si pHueo)
v porovnani s 6 tydny (vyjimkou je zde pouze vzorek u pudy Brumovice s A. niger
ve 12 tydnech. Napfiklad u hnédozemi méla jiz zminéna puda Kosova hora (u kontroly
v 6 tydnech 5,86 a ve 12 tydnech 6,04). U Cermozemi bylo pozorovano u puady Suchdol
(v 6 tydnech u kontroly 7,91 a ve 12 tydnech 8,22). Pouze u téchto zminénych ptd bylo méfeni
v 61 12 tydnech statisticky vyznamné. Naopak nizsi naméfené pHz0) ve 12 tydnech oproti
6 tydnim nalezneme pouze u typu kambizem, pida Brdy (kontrola v 6 tydnech
3,92 a ve 12 tydnech 3,87).
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Graf 1(a),(b): Zmény aktivni ptidni reakce ve vybranych ptidnich typech s odlisSnym
oSetfenim po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfeni).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamny rozdil p <0,05
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Zmény vymeénné pidni reakce pHmacr) mizeme vidét na grafu 2(a) hnédozeme
a (b) cernozemé a kambizem (BR). Z dGvodu poruchy pfistroje mame vSak k dispozici vysledky
pouze z 6 tydn kultivace. Statisticky vyznamné méfeni nalezneme u dvou pud, vyssi hodnotu
pHac2) u A. niger v porovnani s kontrolou je u pudy Vidim (5,99 u kontroly a 6,10 u A. niger).
Naopak nizsi naméfené pHacr) u pouzité houby mame v pfipadé pudy Brumovice (kontrola
6,87 a A. niger 6,83). U pudy Brdy bylo naméfeno stejné pHaciz) u kontroly i vzorku s houbou.
Pudy Citov, Kosova hora a Suchdol mély hodnoty pHmac2) velmi podobné mezi A. niger
a kontrolou (rozdil max. 0,03 jednotky pH).
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Graf 2(a),(b): Zmény vymeénné pidni reakce ve vybranych pudnich typech s odlisnym
oSetfenim po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamny rozdil p <0,05
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5.2 Obsah vodou extrahovatelného fosforu

Mnozstvi vodou extrahovatelného fosforu pro hnédozemé nalezneme v grafu 3(a).
Nejmensi mnozstvi vyslo u pidy Citov v 6 tydnech u kontroly (0,2 mg. kg™') a u mikroskopické
houby (2,0 mg.kg™!). Ve 12 tydnech bylo viak naméfeno mirné& nizsi mnozstvi u A. niger oproti
vzorku kontrolnimu. Pida Kosova hora méla jak 6 tydnech, tak 12 tydnech statisticky
vyznamné vy$§i mnozstvi fosforu u houbou inokulovanych vzorkl. Kontrola v 6 tydnech
(1,8 mgkg?) a A. niger (2,0 mgkg™!), kontrola ve 12 tydnech (1,3 mgkg™) a A. niger
(1,7 mg.kg!). Nejvyssi mnozstvi vodou extrahovatelného fosforu bylo naméfeno u kontrolniho
vzorku ptidy Vidim v 6 tydnech kultivace (4,0 mg.kg™), vyznamné (p <0,05) méné mél vzorek
s A. niger (3,5 mg.kg!). Stejné tak bylo naméfeno u této ptidy vyssi mnozstvi fosforu u kontroly
ve 12 tydnech. Nutno ale dodat, ze zde nalezneme vétsi smeérodatnou odchylku u vzorku
S A. niger.

Na grafu 3(b) Cernozemé a kambizem (BR) pozorujeme u pudy Brumovice v 6 tydnech
kultivace mirné vys$§i mnozstvi fosforu u ptidané houby v porovnani se vzorkem kontrolnim.
Statisticky vyznamné& naméfené mnozstvi mame az ve 12 tydnech u kontroly (2,4 mgkg™')
au vzorku s pfidanou mikroskopickou houbou (2,7 mg.kg™!). Pida Suchdol vykazuje také vyssi
naméfené mnozstvi u A. niger v porovnani s kontrolou, a to jak v 6, tak 12 tydnech. U pudy
Brdy bylo naméfeno u vzorku s houbou v 6 tydnech miré€ niz§i mnozstvi fosforu oproti
kontrole a naopak ve 12 tydnech mirné€ vyss§i mnozstvi. Nalezneme zde ale vétsi smérodatné
odchylky.

Klesajici trend naméfeného fosforu v Case, kdy mame extrahovano nizsi mnozstvi fosforu
ve 12 tydnech oproti 6 tydnim nalezneme jednoznacné€ u dvou hnédozemi (Kosova hora
a Vidim) a u obou ¢ernozemi (Brumovice a Suchdol).
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Graf 3(a),(b): Obsah vodou extrahovatelného fosforu ve vybranych piadnich typech
s odlisSnym osetfenim po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamny rozdil p <0,05
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5.3 Stanoveni mnozstvi fosforu metodou Mehlich IIT

Mnozstvi fosforu stanoveného metodou Mehlich III lze spatfit na grafu 4(a),(b).
V pripadé grafu 4(a) hnédozemé mizeme vidét v 6 tydnech kultivace u vSech vybranych
hnédozemi nameétené vyssi mnozstvi fosforu u houby v porovnani s kontrolou. U pud Kosova
hora a Vidim bylo toto méfeni statisticky vyznamné. Kosova hora méla v 6 tydnech
u mikroskopické houby 59,8 mg.kg™! fosforu a u kontroly 56,3 mg.kg™!, Vidim v 6 tydnech
u A. niger obsahoval 67,2 mg.kg™! a u kontroly 62,7 mg.kg™'. Naopak ve 12 tydnech kultivace
pozorujeme u vSech hnédozemi opacny efekt, kdy u vzorkt oSetfenych houbou pozorujeme
niz§i obsahy fosforu v porovnani kontrolou. Statistiky vyznamné méfeni mame pouze u pudy
Citov, a to u kontroly ve 12 tydnech 51,0 mg.kg™! fosforu, zatimco u vzorku s houbou to bylo
45,1 mg.kg™.

Na grafu 4(b) vidime u ¢ernozemi vy$si hodnoty naméfeného fosforu u inokulované pudy
v porovnani s kontrolou jak v ptipad€ 6 tak i 12 tydnd. Zaroven pozorujeme zvySeni obsahu
fosforu s délkou kultivace. Statisticky vyznamné rozdily nalezneme u puady Brumovice
ve 12 tydnech, kdy A. niger (59,9 mgkg™) zvysil potencialni dostupnost proti kontrole
(52,8 mg.kg!). U ptidy Suchdol mél v 6 tydnech vyznamné méné (p <0,05) kontrolni vzorek
(134 mgkg') a A. niger (144 mgkg!). Ve 12 tydnech bylo u kontroly 154 mgkg™!
a kultivované houby 178 mg.kg.

Kambizem Brdy na grafu 4(b) vykazovala v 6 tydnech téméf stejné mnozstvi bez ohledu
na oSetfeni pidy, Zatimco ve 12 tydnech méfeni mél vzorek oSetfeny houbou statisticky
vyznamné vy$§i mnozstvi fosforu (25,0 mg.kg™!) oproti kontrole (21,6 mg.kg™).
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Graf 4(a),(b): Obsah fosforu métfeny metodou Mehlich III ve vybranych padnich typech
s odliSnym osetfenim po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamny rozdil p <0,05
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5.4 Stanoveni mnozstvi kationti AI**, Fe** a Ca** extrakci BaClz

Mnozstvi vytésnénych kationtli (A", Fe** a Ca®") pomoci extrakce BaCl, znazorfiuji
nasledujici grafy 5, 6 a 7. Kvuli poruse stroje na meéfeni jsou k dispozici pouze vysledky
z 6 tydne.

Vsechny hnédozemé na grafu 5(a) vykazovaly niz§i mnozstvi AI>* u nami kultivované
houby v porovnani s kontrolou. Kosova hora meéla tento rozdil nejvétsi, u kontroly
(7,38 mg.kg!) a u kultivované houby (4,29 mg.kg™).

Stejné tak u Cernozemé Suchdol na grafu 5(b) bylo u A. niger namétfeno niz§i mnozstvi
AP* (1,6 mg.kg!) oproti vzorku kontrolnimu (2,9 mg.kg™!). Péida Suchdol méla u kontrolniho
vzorku platné pouze jedno méfeni, a proto zde neni smérodatna odchylka. Udaj u kontrolniho
vzorku pudy Brumovice nebyl pfistrojem naméfen, protoze byl pod mezi kvantifikovatelnosti.

Nejvétsi mnozstvi AI** méla kambizem Brdy na samostatné stupnici grafu 5(c), kdy obsah
uhouby (1924 mgkg') prevysoval kontrolu (185,6 mgkg'). Disledkem smérodatné
odchylky a relativné malého poc¢tu vzorkti neni mozné vsak urcit vyznamnost rozdilu.
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Graf 5(a),(b): Mnozstvi kationtu hliniku AI** stanoveného extrakci BaCl, ve vybranych
padnich typech s odlisnym oSetfenim po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozemé a kambizem: BU — Brumovice, S — Suchdol
(c) kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamné p <0,05

Na grafu 6(a),(b) je zobrazeno mnozstvi trojmocného kationtu zeleza (Fe’*)
extrahovaného v 0,1 mol.L! BaCl,. Bylo zde hodné vzorkd, kde mame platné pouze jedno
meéfeni a proto u nich neni smérodatna odchylka. U vzorku pady Brumovice s A. niger se nedal
prvek zméfit diky pfili§ nizkému obsahu.

Zatimco u hnédozemi Kosova hora a Vidim pozorujeme niz§i mnozstvi Fe** v piipadé
vzorku s A. niger u Citova méla naopak vyss§i mnozstvi Fe**. Kosova hora méla u kontroly
u (5,60 mg.kg!) a A. niger (0,70 mg.kg™?), Vidim u kontroly (2,93 mg.kg!) a pouzité houby
(2,05 mg.kg!), Citov naopak u kontroly méné (1,37 mg.kg™') a A. niger (3,68 mg.kg™).

U Cernozemé Suchdol na grafu 6(b) bylo naméfeno méné Fe** u houby (1,48 mgkg™)
a vice u kontroly (1,80 mg.kg™)

Kambizem Brdy méla celkové nejvy$si mnozstvi tohoto prvku z vybranych pud,
vyznamny rozdil u pouzitého druhu houby (14,7 mg.kg!) a u kontroly (14,3 mg.kg!) vsak
nepozorujeme.
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Graf 6(a),(b): Mnozstvi kationtu hliniku Fe** stanoveného extrakci BaCl, ve vybranych
padnich typech s odlisnym oSetfenim po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfeni).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamné p <0,05

Mnozstvi vytésnéného kationtu véapniku (Ca’?*) je zobrazeno na grafu 7(a),(b).
U hnédozemi Citov a Kosova hora bylo naméfeno nizs$i mnozstvi vapniku u A. niger. U pudy
Citov byl rozdil statisticky vyznamny, ale &ini pouze 7 mg.kg™'. Kosova hora méla tento rozdil
vétsi, u pouzité houby (1350 mg.kg™!) a u kontroly (1420 mg.kg™!). Hnédozem Vidim méla
naopak u houby vyznamné vys§i mnozstvi vapniku (2255 mg.kg!) nez u kontrolniho vzorku
(2198 mg.kg™!).

Pohledem na graf 7(b) vidime u &ernozemi a kambizemé Brdy vy§s§i mnozstvi Ca?* opét
u vzorkll s houbou. U Cernozemé Brumovice bylo naméfeno statisticky vyznamné zvyseni
u A. niger (3603 mg. kg!) oproti kontrole (3518 mg. kg!). Suchdol méla také vice u pouzité
houby (4931 mg. kg!) v porovnani s kontrolou (4704 mg. kg!). Zaroveti je to nejvyssi
naméfené mnozstvi vapniku z vybranych pid. Nejmensi mnozstvi takto stanoveného vapniku
bylo naméfeno u kambizemé Brdy, u A. niger (29 mg.kg™!) a u kontroly (27 mg.kg™!).
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Graf 7(a),(b): Mnozstvi kationtu vapniku Ca* stanoveného extrakci BaClz ve vybranych
padnich typech s odlisnym oSetfenim po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
An C — pfidany A. niger, * — statisticky vyznamné p <0,05
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6 Diskuse

6.1 Zména pudni reakce

V nami vybranych pldnich typech pozorujeme v 6 i 12 tydnech kultivace namérenou
vys§i aktivni ptdni reakci u s A. niger v porovnani s kontrolou. Rozdil téchto hodnot v pHm20)
pfevazné ve prospeéch kultivované houby v porovnani s kontrolnimi nalezneme na grafu
8(a),(b). Tento jev zaznamenavame celkem u 10 z 12 pfipadi. Vyjimku nalezneme pouze
u Cernozemé& BU ve 12 tydnech a kambizemé& BR v 6 tydnech, kdy naopak pozorujeme sklon
k acidifikaci pad.

Ackoliv by se mohlo zdat, ze organické kyseliny, které produkuje A. niger, by mély
prispivat ke snizovani pH jak se domnival Yin et al. (2015), v naSem piipade doslo ke snizeni
jen ve 2 pripadech. Do extracelularniho prostoru jsou organické kyseliny transportovany bud’
pasivnim transportem, ktery zavisi na permeabilit€¢ membrany a pH cytosolu (Casal et al. 2008)
nebo aktivnim transportem ve sméru elektrochemického gradientu zprostfedkovanym
vylucovanim cytoplazmatickymi H*-ATP-azami (Badri & Vivanco 2009). Vétsina organismu
udrzuje pH cytosolu blizko neutralni oblasti nezavisle na okolnim prostfedi, naptiklad pH 7,55
u A. niger (Dollard & Billard 2003). Proto organické kyseliny opoustéji buiiku jako disociované
anionty a za acidifikaci bezprostfedniho okoli organismu v pudé bude spiSe odpovidat
kotransport H*, ktery zajistuje potiebny pozitivni gradient pii uvolfiovani aniontd organickych
kyselin z cytosolu bunék. Skutecnost, ze organické kyseliny opoustéji buiiku jako disociované
anionty, znamena, ze budou mit spiSe tendenci chovat se jako zasada a vychytavat H* z pady,
v dasledku ¢ehoz bude dochazet ke zvySovani pH (Hinsinger et al. 2003). Dal§im zptisobem,
jakym organické kyseliny mohou ovliviiovat zménu pudniho pH, je mikrobialni indukovana
dekarboxylace organickych kyselin, ktera rovnéz vede ke spotiebé H*, co by daleko vhodnéji
vysvétlovalo naSe pozorovani. V této souvislosti byl pozorovany narast pudniho pH o 0,85
oproti kontrole (P <0,001) béhem rozkladu citranu nebo jablecnanu (Yan et al. 1996).

Nami vyobrazené zmeény jsou ale celkem malé, max. 0,15 jednotek u hnédozemé K
v 6 tydnech kultivace, u vétsiny piipadu pod 0,1 jednotky. Pokud se budeme domnivat, Ze jsou
organické kyseliny v inokulované pudé dekarboxylované (Yan et al. 1996) a navazané na ptdni
komponenty, bude tento mechanismus relativné pomaly (Oburger et al. 2009).

Dalsi autofi Xu et al. (2006); Jayalath et al. (2016) pozorovali pfi rozkladu ptdni
organické hmoty, které jsou organické kyseliny soucasti také zvySovani pH pudy. V zavislosti
na pufracni kapacité bylo zvyseni pH obecné vétsi u pud s niz§im pH nez u pud s vyssim pH
(Xu et al. 2006). To by vysvétlilo z naseho pozorovani vyssi rozdily narastu pHmzo) u A. niger
u hnédozemi K a V (pH20) <7,5) oproti hnédozemi C (pHm20) >8,5) a Cernozemim BU a S
(pH20) >7,5). Tyto rozdily spatiime na grafu 8(a), (b). Pady s pHgeo) >7,5 (C, BU, S) mély
narust u A. niger max. o 0,05 jednotky v porovnani s pudami, které mély pHm2o) <7,5 (K, V),
kde byl nartst az o 0,15 jednotky.
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Graf 8(a),(b): Rozdil aktivni padni reakce mezi A. niger a kontrolou ve vybranych puadnich
typech po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfeni).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05

Rozdil ve vyménné pudni reakci pHaciz) mezi A. niger a kontrolou zobrazuje graf
9(a),(b). Vnasem pozorovani jsou tyto rozdily az na jednu vyjimku velmi malé
(pod 0,04 jednotky), at’ Slo o zvySeni nebo sniZeni.

Vyjimku zde tvoii hnédozem V, ktera vykazovala statisticky vyznamnéjsi zvySeni
pH®Bac2) u nami pouzitého druhu houby v porovnani s kontrolou o 0,11 jednotek.

Vyssi vyménné pH u houby oproti kontrole mize rovnéz znamenat dekarboxylaci
organickych kyselin, pfi které se spotiebovava H™ (Yan et al. 1996). Vétsi rozdil v pfipadé
hnédozemé V by mohl byt zpisoben intenzivnéjsim rozkladem a tim efektivngjsi ztraté H*.
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Graf 9(a),(b): Rozdil vyménné piidni reakce mezi A. niger a kontrolou ve vybranych
pudnich typech po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05

6.2 Mobilizace fosforu pusobenim Aspergillus niger

Celkem jsme zaznamenali nartist vodou extrahovatelného fosforu u vzorka obsahujici
houbu v 8 z 12 pripadi. Tento vysledek a rozdily mezi A. niger a kontrolou mizeme pozorovat
z grafu 10(a),(b). U hnédozemé& C byl rozdil v 6 tydnech statisticky vyznamny (1,8 mgkg),
coz odpovida narustu az o 88,5 %. Statisticky vyznamny rozdil jsme zaznamenali také
u hnédozemé K v 6 tydnech (0,26 mgkg!) a ve 12 tydnech (0,39 mgkg"'). Nartst u K
v 6 tydnech odpovida 13 % a ve 12 tydnech 23,6 %.

Obé ernozemé vykazovali také zvyseni fosforu u A. niger max. o0 0,22 mg.kg.

Kambizem BR méla pouze ve 12 tydnech narist fosforu u pouzité houby v porovnani
s kontrolou 0 0,32 mg kg

Vyjimku z naSich vysledka tvofi hnédozem V, kde byl v 6 i 12 tydnech zaznamenan
pokles fosforu u vzorka s houbou. Hnédozem V obsahovala velké mnozstvi prachovych Castic
(58 %). Prach ma sice vys$si vododrznost, ale pfili§ nepfispiva k tvorbé pudni struktury.
Nevytvari strukturni agregaty a nevyznacuje se vyraznou plasticitou vlivem pfijimani vody
nebo stabilitou agregati. Pro tyto pudy s velkou piimési prachu je typicka slévavost, tvorba
Skraloupt a kir (Vaviicek & Kucera 2014), coz mohlo mit za nasledek niz§i mnozstvi kysliku
v pud¢ a houba zde pfili§ nemusela prospivat. Tento efekt ale nepozorujeme u Cernozemé BU
se stejnych obsahem prachu, tudiz se mizeme domnivat, Ze spiSe doslo k imobilizaci v ptidnich
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organismech (Zhu et al. 2018) nebo sorpci na pudni komponenty (Zhu et al. 2018; Ameen et al.
2019). Nejlepsim vysvétlenim by mohla byt zminéna sorpce na pudni komponenty, konkrétné
na jilové castice (Zhang et al. 2019), coz by mohlo znamenat naméfené niz§i mnozstvi
u hnédozeme V a do urcité miry i relativné malé zvySeni u Cernozemé BU. Soucasné to ale neni
uplné v rozporu s ,,prachovou teorii®.

Celkové byly nami métené rozdily az na vyjimku hnédozeme C v 6 tydnech velmi malé
<0,05 mg.kg!. Miizeme se domnivat, ze organické kyseliny byly rychle a pevné vazané na ptidu
a jen malo bylo vodou extrahovatelnych (Jones & Brassington 1998).
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Graf 10(a),(b): Rozdil ve vodé mobilizovatelném fosforu mezi A. niger a kontrolou ve
vybranych pidnich typech po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05
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Vyraznéjsich rozdili v mnozstvi fosforu se miizeme vSimnout na nasledujicim grafu
11(a),(b) v ptipadé potencionalné dostupného fosforu extrahovaného BaCl,. Stejné jako
u vodou mobilizovatelného fosforu jsme naméfili v 8 z 12 ptipadd vy$§i mnozstvi u A. niger ve
srovnani s kontrolnimi vzorky.

Vsechny hnédozemé mély v 6 tydnech pozorovani vysS$i obsah tohoto fosforu
u kultivované houby oproti kontrole. Nejveétsi statisticky vyznamny rozdil jsme zaznamenali
u hnédozemé V (4,5 mg. kg'!). Ve 12 tydnech byla u hnddozemi situace tplné opacéna
a u A. niger jsme naméfili méné fosforu v porovnani s kontrolou. U hnédozemé C statisticky
vyznamné niz§ mnozstvi o 6,6 mg. kg'!. V pfipadé vodou extrahovatelného fosforu jsme
u téchto pid ve 12 tydnech pozorovali také snizeni. Sorpce na jilové Castice (Zhang et al. 2019)
by i zde mohla byt vhodnym vysvétlenim, zejména u hnédozemé V (obsah jilu 24 %) Bohuzel
Cernozem BU (obsah jilu 14 %) méla naopak u kultivované houby narist, a tak nelze
jednoznacné u hnédozemé C (obsah jilu 13 %) tuto teorii potvrdit. Vhodnéj$im vysvétlenim by
bylo vysoké mnozstvi prachu (75 %), kde se houba nemusela dobfe rozvijet. V prub€hu casu
mohlo dojit ke slehnuti a tvorbé padniho Skraloupu, ¢imz jsou tyto prachovité pudy typické
(Vavricek & Kucera 2014).

Ob¢ Cernozemé vykazovaly jak v 6, tak 12 tydnech vys$si mnozstvi fosforu u A. niger
oproti kontrole, pficemz byl tento rozdil ve 12 tydnech dvojnasobné vétsi nez u 6 tydnu. Rozdil
¢inil u Sernozemé S v 6 tydnech (10,7 mg.kg!) a ve 12 tydnech (24,7 mg.kg™!). U Gernozemé
BU byl rozdil v 6 tydnech (3,5 mg.kg!) a ve 12 tydnech (7,1 mg.kg™!). Zde by se dalo usuzovat,
Ze na Cernozemich ma tato mikroskopicka houba schopnost mobilizovat vice fosforu. Nicméné
zejména u Cernozemé& Sbylo u A. niger naméfeno celkov€ nejvyssi mnozstvi fosforu
v 6 tydnech (133 mg.kg™') a jests vice ve 12 tydnech (180 mg.kg!), v porovnani s ostatnimi
pidami, které mély max. kolem 80 mgkg'. Spise proto jsou tyto rozdily znatelngjsi
v porovnani s hnédozemémi a kambizemi. Pokud se ale podivame na procenta, které jsou
vypocitana z rozdilu mnozstvi fosforu mezi vzorky A. niger a kontrolou. U kambizemé BR to
bylo piiblizné& stejné€ procent (13,6 %) jako u Cernozemé S (13,8 %), kde zaznamenavame tento
rozdil daleko vyssi (24,7 mg. kg™!) oproti BR (3,4 mg. kg™!).

Nase vysledky a vice studii Chuang et al. (2007); Bakri (2019); Nascimento et al. (2021)
dokazuji u této houby ve vétSin€ piipadi zvySeni mnozstvi dostupného fosforu. Tito autofi
uvadeji zvyseni fosforu predevsim diky organickym kyselinam, které houba produkuje. Vétsina
z nich nevyvraci anebo tvrdi, Ze to neni jediny mechanismus, ktery ma toto zvySeni za nasledek.
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Graf 11(a),(b): Rozdil v mnozstvi fosforu meéfeny metodou Mehlich III mezi A. niger a
kontrolou ve vybranych padnich typech po 6 a 12 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05

6.3 Kationty AP+, Fe** a Ca?* extrahované BaCl2

Na grafu 12(a),(b) nalezneme rozdil v mnozstvi hliniku (A1**) mezi kultivovanou
houbou a kontrolou. Vice hliniku u A. niger v porovnani s kontrolou jsme naméfili pouze
u kambizemé BR a to o (6,8 mgkg!). Tato lesni pida ma nizké pHuno) ~ 4 jednotky
a predpoklada se zde 1 vyssi obsah tohoto kationtu (Vanek 2007), ktery jsme naméfili u kontroly
185 mg.kg!a u vzorku s A. niger 192 mg.kg!. Ostatni piidy mély hlinik pod 8 mg.kg!. Kviili
nizkému pHm20) ~ 4 jednotky u kambizemé BR piedpokladame i vyssi rozpustnost hliniku,
¢imz se zvySuje jeho dostupnost pro biochemické premény. Adaptace A. niger na kyselé
podminky hodnotili napfiklad Park et al. (1996), kde hyfy této houby prestaly rist az pod pH
1,4. Postupny narast koncentrace vyluhovaného hliniku béhem kultivace A. niger na kyselém
médiu (pH ~ 2 jednotky a dokonce i s pH <2) pozorovali Urik et al. (2018), zarover autofi
upozornili na zvySeni biologické dostupnosti hliniku a tim i pravdépodobnost jeho negativniho
dopadu na zivotni prostredi, protoze se stava vice mobilni ve vodnim médiu. Diky témto studiim
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a naSemu pozorovani mizeme potvrdit, ze je A. niger schopny snaset takto nizké pH a zvySeny
obsah hliniku byl skute¢né zpisobeny vlivem houby, a nikoliv pouze nasledkem nizkého pH
pudy.

Naopak u vSech hnédozemi a Cernozeme S bylo u vzorka s houbou méné hliniku oproti
kontrole. U hnédozemi byl nejvétsi rozdil u pady K (3,1 mg.kg™).

V pudé€ jsou anionty organickych kyselin v konkuren¢nim vztahu s jinymi zaporné
nabitymi zivinami. Tyto kyseliny, které produkuje A. niger vyvolavaji v pudé desorpci zivin
nebo naopak omezuji jejich mobilitu navazanim na pidni slozky (Bolan et al. 1994; Jones
& Brassington 1998). V kyselych pudach anionty organickych kyselin konkuruji o vazebna
mista na pudnich koloidech a jejich mobilita se mize zvySovat (Hocking 2001), coz by
vysvétlilo u kambizemé BR zvySeni hliniku. Naopak u ostatnich pud, kde doslo ke snizeni,
mohly organické kyseliny reagovat s kationty kovu a tvofit organokovové komplexy s riznou
stabilitou (Wang et al. 2007). Tyto komplexy mohou byt zabudovany v buiikach nebo okolnim
prostiedi (LundstrOM 1993).
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Graf 12(a),(b): Rozdil v mnozstvi Al** extrahovany BaCl, mezi A. niger a kontrolou ve
vybranych pidnich typech po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfenti).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05
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Rozdil mezi A. niger a kontrolou v mnozstvi zeleza (Fe**) extrahovaného pomoci BaCl»
zobrazuje graf 13(a),(b). Vyjma kambizemé BR bylo u ostatnich ptid minimalné v jednom
ptipadé, bud'to u kultivované houby nebo u kontroly, platné pouze jedno méfeni. Navic se zde
potykame s velkymi smérodatnymi odchylkami. U ¢ernozemé BU se prvek ve vzorku s A. niger
nedal zméfit diky pfili§ nizkému obsahu.

Kambizem BR meéla platnych vice méteni, bohuzel s velkou smerodatnou odchylkou.
Dalo by se alespori usuzovat, ze mirné zvySeni zeleza u vzorku s A. niger by mohlo byt
disledkem zvysené mobility organickych kyselin a tim desorpci zivin z ptdnich koloid
(Hocking 2001). Diky vysokym smeérodatnym odchylkdm vSak nelze potvrdit vyznamnost
rozdilu.

Jak jiz bylo zminéno, ostatni pudy mély platné pouze jedno méfeni, bud’ v kontrole nebo
A. niger a navic 1 velké smérodatné odchylky. Bohuzel nelze tyto vysledky statisticky vhodné
okomentovat.
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Graf 13(a),(b): Rozdil v mnozstvi Fe** extrahovany BaCl, mezi A. niger a kontrolou ve
vybranych padnich typech po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).
(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim
(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05

Rozdil v mnozstvi vytésnéného vapniku (Ca?*) mezi nami pouzitou houbu a kontrolou
nalezneme v grafu 14(a), (b). Nartst vapniku u kultivované houby pozorujeme u 4 z 6 pud. Ze
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tfi hnédozemi pozorujeme zvyseni vapniku pouze v pfipadé piady V o 57 mgkg! (P <0,05).
Hnédozem C vykazovala naopak snizeni. Tento rozdil vzhledem k celkovému mnozstvi
(~ 950 mg.kg™!) byl relativné maly (7 mg.kg™), byt statisticky vyznamny. U hnédozemé K také
doslo ke snizeni mnozstvi Ca®* u kultivované houby o 70 mg.kg™!, av§ak smérodatna odchylku
¢inila 151 mg kg™,

Obg Gernozemé& mély zvysené mnozstvi vapniku u A. niger oproti kontrole. Cernozem
BU statisticky vyznamné vys$§i o 85 mgkg'. U &ernozem& S byl tento rozdil nejvyssi
(227 mgkg!), nicméné kontrola méla odchylku 221 mgkg!. U jediné této pldy, ktera
obsahovala dostatecné mnozstvi CaCOs (20,5 %) mohlo potencialné dojit k rozpousténi
karbonatd pomoci organickych kyselin, které obecné A. niger produkuje. ProtoZze jsou
karbonaty snadno rozpustné v kyselinach a ve vodé nerozpustné (Dolni¢ek & Sulovsky 2013),
mohlo dojit ke zvySeni mnozstvi kationtu vapniku diky houbé.

Kambizem BR méla rozdil pouze 2,2 mg.kg™! ve prospéch houby. Tento rozdil neni
statisticky vyznamny i vzhledem k smérodatné odchylce 2,7 mg kg u kontroly.

U hnédozemé V a &ernozemé BU, kde jsme naméfili statisticky vys$si hodnoty Ca**
u A. niger musime hledat jiny mechanismus, ktery mél tento efekt za nasledek.
Nizkomolekularni organické kyseliny, které jsou obecné produkovany touto houbou, se
vyznacuji schopnosti vyluhovat, vytvaret komplexy a srazet kovy z nerozpustnych mineralt
(Burgstaller & Schinner 1993; Sayer et al. 1995). Béhem kultivace A. niger pozorovali Gharieb
et al. (1998) produkci §tavelanu vapenatého na agarovém médiu, kde byl piidan pfirodni
sadrovec (siran vapenaty). Odhalili tvorbu krystali obsahujici vapnik s podobnou morfologii
Stavelanu vapenatého a povazuji zde kyselinu st'avelovou jako dals$i mechanismus vedouci ke
komplexaci vapenatych ionta a zpfistupnéni siranu. Zaroveri se shoduji s Moghimi et al. (1978);
Bolan et al. (1994), ktefi uvad¢ji, ze organické kyseliny zvySuji zpfistupnéni nerozpustného
fosfatu obsahujiciho vapnik tim, ze dodavaji protony a komplexuji vapnik.
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Graf 14(a),(b): Rozdil v mnozstvi Ca?* extrahovany BaCl, mezi A. niger a kontrolou ve
vybranych padnich typech po 6 tydnech kultivace (zdroj: vlastni méfent).

(a) hnédozeme: C — Citov, K — Kosova hora, V — Vidim

(b) Cernozeme: BU — Brumovice, S — Suchdol a kambizem: BR — Brdy
* — statisticky vyznamné p <0,05
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7 Zavér

Cilem prace bylo stanoveni vlivu mikroskopické vlaknité houby Aspergillus niger na
mnozstvi dostupného fosforu v riznych padnich typech a ureni vlivu pudniho typu na interakci
mezi mikroorganismem a ptidou.

U vétsiny vybranych pudnich typt bylo v 6 i 12 tydnech kultivace naméteno u A. niger
vys$s§i pHm2o) oproti kontrole, celkové v 10 z 12 pripadi. Rozdily v pH byly ale relativné malé.
U hnédozemi jsme zaznamenali spiSe <0,1, u Cernozemi <0,05 a u kambizemé <0,02.

Mnozstvi vodou extrahovatelného fosforu jsme naméfili v 8 z 12 pripada vyssi u vzorkd,
kde byl kultivovan pouzity kmen této houby v porovnani s kontrolou. Celkové byly nami
zaznamenané rozdily az na vyjimku hnédozemé C v 6 tydnech spise malé (<0,5 mg.kg™).

Potencionalné dostupny fosfor byl vyssi u vzorki sA. niger v 9 z 12 piipadd.
U Cernozemi byly naméteny vyss§i rozdily v mnozstvi oproti hnédozemim a kambizemi. Pokud
jsme ale porovnali procenta tohoto zvySeni, rozdily mezi typem pidy se v nékterych pripadech
vyrovnaly anebo alespon priblizili. Nasi hypotézu, kdy bude mnozstvi uvoliovaného fosforu
zalezet na jeho pfistupnosti nebylo mozné z vysledkl autorem potvrdit. Z vice studii Chuang
et al. (2007); Bakri (2019); Nascimento et al. (2021) Ize ale potvrdit nasi dalsi hypotézu, ze
bude mobilizace fosforu souviset predev§im s organickymi kyselinami a hodnotou pH
v dusledku aktivity A. niger. Zaroven tito autofi nevyvraci anebo tvrdi, ze to neni jediny
mechanismus, ktery ma mobilizaci za nasledek a bude potteba dalSiho pozorovani této houby.

Kambizem Brdy vykazovala vy$§i mnozstvi AI** u nami pouzitého druhu mikroskopické
houby oproti kontrole o 7 mgkg"!. U hnédozemi a ernozemi jsme naméfili naopak nizsi
mnozstvi tohoto kationtu u vzorka s pouzitou houbou.

Pozorovali jsme statisticky vyznamné zvyseni Ca®" u vzorkdl s kultivovanou houbou
v porovnani s kontrolou u hnédozemé V o 57 mg. kg! a éernozemé& BU o 85 mg.kg™!.

Kmen mikroskopické houby A. niger, ktery byl pouzit v zavére¢né praci, ma schopnost
ovliviiovat ziviny v piidé, zejména obsah dostupného fosforu, ale také mnozstvi kationtd AI**,
Fe** a Ca®'. V zavislosti na pidnim typu, konkrétni piidé a délce pozorovani piisobila
kultivovana houba odlisné. Doufam, ze nase vysledky poskytly dals§i podklady o mobilizaci
fosforu timto kmenem houby a piispély ke stavajicimu 1 budoucimu zkoumani.
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pHno) aktivni pH

pHBac12) vymeénné pH

Cox mnozstvi organického uhliku
k kontrola

Ani Aspergillus niger

BR Brdy

BU Brumovice

C Citov

K Kosova hora

S Suchdol

A% Vidim

6 6 tydnu kultivace

12 12 tydnu kultivace

* t-test >0,05

P >0,05 Studentuv t-test >0,05
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