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Abstrakt

Hlavnim tématem ptedkladané diplomové prace je vliv péstovani legumindz na mikrobialni
aktivitu v pud€. Vybranymi druhy leguminoz byly hrach sety (Pisum sativum) a lupina bila
(Lupinus albus). Diplomova prace je rozdelena na literarni reSersi a vyzkum. Literarni prehled
seznamuje s obecnymi znaky péstovani legumindz, jejich vyhodu zatfazovani v osevnich
postupech, jednotlivé druhy mikrobialnich spoleCenstev, mikrobialni aktivitu a jeji atributy a
moznosti méfeni mikrobidlni aktivity. Vyzkumna ¢ast odkazuje na maloparcelkovy pokus,
ktery probihal na pozemku ve Zvikové u Ceskych Bud&ovic, ktery je veden v rezimu
ekologického zemédélstvi. Cilem vyzkumu této prace bylo urcit vliv péstovani hrachu setého a
lupiny bilé v ramci ekologického zemeédelstvi na aktivitu padni bioty, a to zejména s ohledem
na pudni bazalni respiraci, jakozto jeden z hlavnich aspekti mikrobiologické aktivity. Kromé
toho byla provedena mikrobiologicka kultivace na zjisténi celkového poctu piadnich
mikroorganisma (bakterii a mikroskopickych hub) v jednotlivych padnich vzorcich dle
sledované plodiny. Beéhem pokusu se dale sledovaly udaje meteorologickych dat, vlhkost,
teplota, vyskyt skadct, chorob a plevelnych rostlin. Laboratorni Cast této prace probihala ve
vegetacni sezon€ v roce 2022. Prob&hly celkem Ctyfi méfeni béhem riznych fazi vegetacniho
rastu (seti, rast vegetace, sklizen). V ramci kultivace celkového poctu mikroorganismu (CPM)
nebyl zjistén (dle statistického zhodnoceni) vliv péstovani obou sledovanych plodin na rist
pudnich mikroorganismt. Laboratornimi méfenimi bazalni respirace u pudnich vzorkd byl
zjistén narast mikrobialni aktivity v prubéhu vegetace, a to u obou sledovanych plodin. Na
zaklade studii, které hodnoti bazalni respiraci jako klicovym znakem puadni mikrobialni
aktivity, miiZzeme fict, Ze p€stovani hrachu setého a lupiny bilé podporuje mikrobialni ¢innost.

Presnéjsich vysledkt by se dosahlo vyzkumem alesponi 3 vegetacnich obdobi po sobg.

Klicova slova: legumindzy, mikrobialni aktivita, bazalni respirace, mikrobiologie



Abstract

The main topic of the presented diploma thesis is the influence of leguminous cultivation on
microbial activity in the soil. The selected leguminous species were common pea (Pisum
sativum) and white lupine (Lupinus albus). The diploma thesis is divided into literary research
and research. The literature review introduces the general features of leguminous cultivation,
their advantage of inclusion in sowing procedures, individual types of microbial communities,
microbial activity and its attributes, and the possibilities of measuring microbial activity. The
research part refers to a small-plot experiment that took place on a plot of land in Zvikov near
Ceské Budgjovice, which is conducted under the organic farming regime. The aim of the
research of this work was to determine the influence of the cultivation of field peas and white
lupine within organic farming on the activity of soil biota, especially with regard to soil basal
respiration, as one of the main aspects of microbiological activity. In addition, microbiological
cultivation was performed to determine the total number of soil microorganisms (bacteria and
microscopic fungi) in individual soil samples according to the monitored crop. Meteorological
data, humidity, temperature, occurrence of pests, diseases and weed plants were also monitored
during the experiment. The laboratory part of this work took place in the growing season of
2022. A total of four measurements were made during different phases of vegetation growth
(sowing, vegetation growth, harvest). As part of the cultivation of the total number of
microorganisms (CPM), the influence of the cultivation of both monitored crops on the growth
of soil microorganisms was not detected (according to statistical evaluation). Laboratory
measurements of basal respiration in soil samples revealed an increase in microbial activity
during the vegetation period, in both monitored crops. Based on studies that evaluate basal
respiration as a key feature of soil microbial activity, we can say that the cultivation of field
peas and white lupine supports microbial activity. More accurate results would be achieved by

researching at least 3 growing seasons in a row.
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1 Uvod

Jedinecna ekologicka role leguminéz je fixace dusiku. Dusik je soucasti vSech bilkovin a je
nezbytnou soucasti metabolismu rostlin 1 zvirat. Pfestoze elementarni dusik tvoii asi 80 %
atmosféry, neni pfimo dostupny pro zivé organismy. Dusik, ktery mohou zivé organismy
metabolizovat, musi byt ve formé dusicnani nebo amoniaku. Prostfednictvim vzajemné
symbidzy mezi luskovinami a bakteriemi se stava dusik bioticky a pfistupny pro rostliny.
Legumindzy poskytuji domov a obzivu bakteriim v kofenovych uzlinach. Pii slozité
biosyntetické interakci mezi hostitelskou rostlinou a bakterii vznikaji slouceniny dusiku, které
hostitelska rostlina vyuziva. Tyto slouceniny jsou dostupné i dalsim rostlinam poté, co rozpadlé
kofeny (a jiné Casti rostlin) uvolnily tyto ziviny zpét do pudy. Fixace dusiku z legumin6z ma v
zemeédélstvi prvorady vyznam. Pfed zacCatkem pouzivani prumyslovych hnojiv bylo
zemedelstvi a skladani osevnich postuptl zavislé na luskovinach a na pouzivani organickych
hnojiv. Béznym osevnim postupem bylo stiidani plodiny na zrno, jako je kukufice ¢i ozima
pSenice, s leguminozami ¢i vojtéskou. Krome prispévku dusiku do pidy pifinasi i picninaiskou
kvalitu. I pfes dneSni markantni spotfebu priamyslovych hnojiv pfevlada pfijem dusiku z
péstovani leguminoz a pouzivani organickych hnojiv. Hospodateni ekologickym zptisobem a
zatazovani leguminoz do osevnich postupt podporuje diverzitu pidniho edafonu. Dal§im
plusem je snizovani eroze pudy a moznost péstovani leguminoz jako meziplodiny ¢i na "zelené
hnojeni". Legumindzy maji oproti jinym kulturnim plodinam vyborné nutri€ni vlastnosti,
predevsim co se tyCe obsahu bilkovin a tukd. Proto se leguminodzy fadi mezi energetické plodiny

stézejni ve vyzive lidi 1 zvifat.



2 Literarni prehled
2.1 Péstovani leguminéz v ekologickém zpisobu hospodareni

Ekologické zemédélstvi je zalozeno na udrzitelnosti a podpotre prirozenych biologickych
procest bez zasahovani do zivotniho prostiedi (Galazka, 2016). Ve zjednodusenych systémech
jsou kultiva¢ni postupy minimalizovany. Spocivaji predevsim v kypfeni svrchni vrstvy pudy,
ponechani rostlinnych zbytk(l a vyuziti meziplodin. Ponechani poskliziiovych zbytk( v padé
ma dopad na hospodareni s pudnimi zivinami, coz muze byt pfinosné pro vlastnosti pudy.
Organické hnojeni prokazatelné zvySuje poCty mikroorganismu v pidé a navic mohou branit v
tvorbé nepfiznivych patogenti. Ekologické zemédelstvi pfispiva k zachovani biologické
rozmanitosti pudy (Dumontet et al., 2017). Naproti tomu konvencni zasahy do puady maji
negativni disledky ve vSech smérech, ve fyzikalnich, chemickych i biologickych. Monokultura
a intenzivni orba vede ke kompaktnéjsi pade, coz muze mit za nasledek nizsi vynosy (Tran et
al., 2016). V konvenénim zemédé€lstvi se pouzivd mnoho mineralnich hnojiv, antibiotik a
hormont, coz vede k degradaci pudniho prostiedi. Zaroven s sebou nese riziko ztraty biologické
rozmanitosti (Marquad et al., 2009). Vyznam leguminéz spo€iva v dalezitosti pii produkei jak
potravin pro ¢lovéka, tak krmiv pro hospodarska zvirata. Neméné dilezita je potom pramyslova
vyroba barviv (Prahbu & Bhute, 2012).

Legumindzy tvori pfiblizné 27 % svétové produkce rostlinné vyroby a spottebu bilkovin
lidi a hospodatskych zvirat pokryvaji asi z33 %. V naSich podminkéach jsou leguminozy
roz§ifenou &eledi. Jen v CR se péstuje na 43 druhd leguminodz (Smykal et al., 2015).
Leguminézy jsou Siroce definované svou neobvyklou stavbou a strukturou kvéth a ploda
(Graham & Vance, 2003). Diky této neobvyklé stavbé kvétd jsou leguminodzy obvykle
entomogamni, typicky jsou opylovany ¢meldky (Stone et al., 2003). Legumindzy jsou
zastoupeny z 88 % druhy, které jsou schopny zakladat kotenové hlizky s bakteriemi rodu
Rhizobium (Obr. 1) a vazat vzdusny dusik (Graham & Vance, 2003). Tvorba symbioticky
ucinné kofenové soustavy leguminéz zajist'uje signalizaci mezi hostitelem a mikroorganismy.
Fixace vzdu$ného dusiku je provadéna pouze prokaryoty s pfislusnymi enzymy. Diazotrofové,
ktefi fixuji molekularni dusik, jsou specifickou skupinou mikroorganismd, protoze dokazi zit
jak samostatné, tak v symbiotickém vztahu. Symbiotické druhy poutaji rocné az 400 kg N/ha.

Tyto symbionty rozdélujeme na dva typy dle druhu symbidzy:



» Asociativni - druhy mikrooganism, ktefi neziji pfimo na rostling, ale v t€sné blizkosti
jejiho kofenovém systému. Jedna se o rody Azotobacter, Arthrobacter a Pseudomonas.

Tyto druhy jsou typické predevsim pro tropicka a subtropicka pasma

* Nodulujici - vztah, kdy mikroorganismy vytvareji hlizky pfimo na rostlinnych
organech. Rostliny jsou obohacovany o dusikaté latky a mikroorganismy kofenovymi

exudaty, které obsahuji snadno rozlozitelny uhlikaty skelet.

o A\

Mineralni dusik

Biologicka
fixace N,

Rozklad SOM

Obr. 1: Biologicka fixace N (zdroj: web2.mendelu.cz)

Flavonoidy nebo isoflavonoidy uvoliiované zkofenti leguminéz indukuji transkripci
nodulacnich gent v bakteriich, coz vede k tvorbé lipo-chitinovych oligosacharidi, které naopak
signalizuji hostitelské rostlin€, aby zacala tvorit vice hlizek (Graham & Vance, 2003).
Maximalni pfinos fixace dusiku vSak zavisi na dostupnosti ptidniho fosforu. Pfiblizn€ na tretiné
svétovych pud je limityjicim prvkem v pudé pravé fosfor, bez kterého nemuze zapocit
mikrobialni aktivita. K nedostatku fosforu jsou obzvlasté nachylné pudy kyselé. 1 kdyz je
hnojeni fosforem dostatecné, je tento fosfor v ptidé mobilni a podléha eutrofizaci. Rostliny ho

tedy mohou v prvnim roce pfijmout nanejvys 15 % (Graham & Vance, 2003).
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2.2 Vyznam leguminoz v osevnich postupech

Pridavani legumindz do osevnich plana je odivodnéno jejich pfirozenou schopnosti vyuzivat
atmosféricky dusik. Ukazalo se, ze zafazeni leguminéz jako predplodiny ke kukufici seté
zvySuje jeji vynosy az o 30 % a navysSuje se obsah N-latek v rostlinném pletivu kukufice
(Duchene et al., 2017). Kromé toho, ze leguminozy slouzi jako kvalitni svétovy zdroj potravin
a krmiv, pfispivaji ke snizeni emisi sklenikovych plynt, protoze v pruméru uvoliuji té€chto
plyni o 500 % az 700 % méné na jednotku plochy nez bézné polni plodiny (Stagnari et al.,
2017). Dale umoznuji sekvestraci uhliku v ptidach a redukuji energetické vstupy diky snizeni
potteby dusikatého hnojeni. Tato sekvestrace uhliku se pohybuje kolem 277 kg CO2/ha/rok,
coz predstavuje usporu dusikatych hnojiv pfiblizn€ 88 kg N/ha/rok (1 kg N = 3,15 kg CO»)
(Stagnari et al., 2017). Napftiklad nejcastéjSim sklenikovym plynem v rostlinné vyrobé je oxid
dusny. Kvili nadmérnému dusikatému hnojeni se procesem zvanym denitrifikace uvolni
z kazdych 100 kg dusikatych hnojiv pfiblizné 1 kg dusiku v podob& N2O. Méfenim toki N2O
u pestovanych rostlin se ukazalo, ze u hrachu vysublimuje 69 kg N>O/ha/rok, kdezto u ozimé
pSenice to je 368 kg NoO/ha/rok a u fepky dokonce 534 kg N>O/ha/rok. Z tohoto divodu je
zatazeni legumindz do osevnich postuptd jednim z klicovych pro podporu ekologického
zemeédélstvi (Stagnari et al., 2017).

Leguminoézy, jakozto klicovy atribut kolobéhu dusiku v pude, je prospésné zarazovat do
osevnich postupt. Nemén¢ dilezité jsou vSak i pro kolobéh jinych prvki. Po dusiku je fosfor
nejvice limitujicim faktorem pro rast rostlin. Ve skutecnosti je fosfor v pudé hojny, avsak
v nerozpustnych formach, které jsou nedostupné pro piijem korenovou soustavou. V této
souvislosti zvySuji legumindzy akvizici fosforu a to predevsim vychytavanim anorganickych
forem fosforu z hlubsich ptd diky rozsahlé kotfenové soustaveé (Duchene et al., 2017). Stfidani
leguminéz v osevnich postupech mé také vyznamny vliv na strukturu mikrobialni spolecenstev
a jejich diverzitu.

Ukazalo se, ze produkce lektini leguminozami muize ovlivnit mobilitu rhizobakterii
podporujicich rast rostlin, zlepsit kolonizaci kofent a fytoaktivitu. Stejné tak sekrece urcitych
flavonoidu, napfiklad naringeninu, ktery se podili na znamém symbiotickém spojeni mezi
lusténinami a bakteriemi Rhizobium, je zodpovédny za kolonizaci kofent bakterialnim rodem
Azospirillum, jehoz funkci je podpora rustu rostlin a fixace vzdusného dusiku. Stejné tak
vylucovani izoflavona kofeny séji podporuje osidlovani prospé$nou bakterii Bradyrhizobium

Japonicum, ktera zlepSuje vynosy plodin (Duchene et al., 2017).
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Obr. 2: Hlizky na kotfenech hrachu polniho (zdroj: agromanual.cz)

2.3  Mikrobialni aktivita pud

Puda je systémem, ktery je schopny pfizpusobovat se zménam podminek, skladajici se ze
zivych 1 nezivych komponent. Hodnotnym komplexem zivych slozek pudy jsou
mikroorganismy. Mezi nejdulezit€j§i mikroorganismy se fadi zastupci z domény Bacteria
(prokaryotni organismy) a fiSe Fungi (Mukerji et al.,, 2006). Dal§imi vyznamnymi
mikroorganismy jsou zastupci z domény Archea a tiSe Protozoa. Vyznam zastupcu téchto
domén je bezprecedentni (Yan et al., 2015). Cinnost mikroorganismd hraje déleZitou roli pii
rozkladu organickych latek, tvorbé pidniho sorpcniho komplexu, hromadéni Zivin v pudé a
jejich zpfistupiiovani rostlindm. Mikroorganismy také fidi odstrafiovani Skodlivych latek
vzniklé lidskou Cinnosti (gimek et al., 2011; Sutton, 2011).

Mikroorganismy a jejich spoleCenstva hraji v padé dilezitou roli, i pres jejich nizké
hmotnostni zastoupeni (pfiblizng 0,5 hm. %). Utastni se viech biochemickych reakci. Na
dekompozici se mikroorganismy podileji pfimo, stejné tak na oxidaci, redukci a imobilizaci
ptdni organické hmoty (SOM). Dalsi nepostradatelnou ulohou je kolobéh uhliku (respirace) a
biologicka fixace dusiku. Centrem vSech mikrobialnich aktivit v pudé je sféra ovlivnéna
participaci kofent rostlin, tzv. rhizosféra (Zahora, 2012; Yan et al., 2015). Pudni
mikroorganismy jsou soucasti vétsiho celku oznaCovany jako pudni edafon, ktery zahrnuje

velké mnozstvi organismu nehled€ na to, jestli pidu obyvaji trvale ¢i provizorné. Pida obsahuje
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piiblizné 5 % SOM, pii¢emz podil mikroorganismi na zivé frakci SOM je 75 % (Simek et al.,
2015). Jako ukazatele vitalnich znakt puadnich mikroorganisma a vyobrazeni jejich kiivky
intenzity se pouziva termin mikrobialni aktivita. Zhodnoceni této pudni aktivity
mikroorganismi je uzce korelovano respiraci. (Bloem et al., 2006; Rivastava, 2010).

Veskeré biochemické procesy v pudeé jsou spojeny pravé s mikrobialni aktivitou,
protoze pouze vitalni a aktivni organismy se mohou ucastnit té€chto procsu (Blagodatskaya &
Kuzyakov, 2013). Padni mikrobialni aktivita a jeji intenzita je tady zasadnim parametrem, ktery
udava schopnost pudy rozkladat primarni organickou hmotu a tcastnit se kolobéhu zivin v

pude.

Tab. 1: Hlavni funkce pidnich mikroorganismu a jejich vyznam (Nilsen & Winding, 2002)

Funkce Vyznam

Rozklad primarni organické hmoty Ptistup zivin pudnimu edafonu
Detoxikacni vlastnosti Odstranéni pudnich skodlivin

Transport vody a regulace Omezeni ztraty zivin

Regulace hydrologickych procest ZadrzZeni vody v pudé

Udrzovani struktury pady Zamezeni eroze pudy

Transport plyna Ptimy vliv na koncentraci CO2 v ovzdusi
Ovlivnéni natality skadct Udrzovani biodiverzity

2.4  Struktura mikrobialnich spolecenstev

Pida je nerozsahlejsim komplexem biologické diverzity na Zemi. Je to dano taxonomii
jednotlivych mikrobialnich spoleCenstev. V kvalitnich padnich podminkach mohou ty
spolecenstva tvorit miliardy mikroorganismti. Primérné pocty mikroorganismu se piepocitavaji
na jeden gram piady a tvofi piibliznd 107 - 10'© bakterii (Bacteria), aktinobakterii
(Actinobacteria) a archaebakterii (Archaea), 10° - 10%hub (Fungi), 10* - 10° prvokd (Protozoa),
fas (Algae), sinic (Cyanobacteria) a vira (Van Elsas et al., 2006; Voroney, 2007).

Nejcast€jsimi druhy padnich bakterii jsou Pseudomonas, Actinomycetes a Eubacteria.
Dulezité pro zemeédélstvi a ekologickou stabilitu v ptudé jsou dusik fixujici bakterie, tzv.
nitrifikani bakterie. Jsou to predevsim rody Nitrosomonas, Nitrococcus, Nitrospira, a
Nitrobacter. Dalsimi vyznamnymi bakteriemi jsou hlizkové bakterie, napt. Rhizobium,
které preménuji NH4* na, rostlin€ 1épe dostupné, dusitany a dusi¢nany. Fixace dusiku jsou
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schopny také Gram-pozitivni aktinobakterie rodu Frankia. Stézejni jsou také fotosyntetizujici
sinice (napt. Oscillatoria) (Bolmann, 2006).

Mezi nerozsahlejsi skupinu padnich mikroorganismi patii gram-pozitivni
aktinobakterie, které tvofi pfiblizn€ 30 % celkového poctu vSech bakterii. Nejvice byvaji
zastoupeny rody Streptomyces nebo Mycobacterium. Charakteristika téchto aktinobakterii
spociva v jejich chemoheterotrofni vyzivé. Déli se do nékolika skupin, které jsou definovany
schopnosti rastu v riaznych hodnotach pH. Alkafilni bakterie rostou pii pH nad 9,0, neutrofilni
mezi 5,0 a 9,0 a acidofilni vyzaduji kyselé pudy s pH pod 5,0 (Baldrian et al., 2011).

Houby (Fungi) jsou neméné dilezitou soucasti pudnich organismu tvofici symbiotické
vztahy s obSirnou fadou rostlin, pfi¢emz nejvic stézejni je arbuskularni mykorhiza, ktera brani
rostliny vii¢i pudnim patogenim a negativnimu vlivu nizkého pH. Jeden z kvalitativnich znaku
pud je pravé obsah téchto hub v pud€ a jejich vliv na fyziologii rostlin (Dumas-Gaudot, 2000).
Mykorhizni houby jsou vSudypiitomné a tvori symbiotické vztahy s kofeny 80 % vsech druha
suchozemskych rostlin. Vyménou za uhlik dodéavaji rostlinam ziviny tvorené prvky dusiku,
fosforu, médi, zinku a zeleza a vytvari jim ochranu pfed suchem a jinymi stresovymi podnéty

(Van der Heijden et al., 2008).
2.5  Vyznam mikrobidlnich spolecenstev

I mezi ptidnimi mikroorganismy se prostfednictvim evoluce vytvorily interakce na biochemické
urovni. Padni biota tvori spoleCenské komplexy, které se odlisné participuji na biochemické
urovni, maji odliSnou houZevnatost na rizné stresové situace a na zménu ekologické niky.
Jednim z parametrd hodnoceni piidni mikrobialni diverzity je schopnost mikroorganismu
reagovat na stresové situace a na zménu vnéjSich podminek (Bressan et al., 2008).

Vyznamnym pochodem iniciovanym prave spolecenstvy mikroorganismd, distribuujici
organicky uhlik v pide€, je dekompozice lignocelulozy na celulozu a hemicelulézu. Tato
dekompozice je nejvice iniciovana praveé aktinobakteriemi, které pouzivaji rozkladné
extracelularni enzymy produkované na povrchu bakteridlnich bunék. Mezi rozkladné enzymy
patii napf. endocelulazy, glykosylované hydrolazy, peroxidazy a glykosidazy. Rozkladnym
procesem se diky témto enzymum Sté€pi makromolekula celulozy na oligomery ¢i monomery
glukozy, ktera slouzi v pudé jako kultivacni médium. Bakterie metabolizuji glukozu s daleko
vyS$$i ucinnosti nez mikroskopické houby.

Dals§im vyznamnym biochemickym procesem v pudé je rozklad ligninu. Rozkladu
ligninu se v pudé ucastni vSechny typy bakterii, pfedev§im vSak mikroskopické houby.

Plisobenim enzymu ligninperoxidazy zpisobuji bilou hnilobu (Baldrian et al., 2011).
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Veskery kolobéh uhliku v pad¢€ je fizen mikroorganismy. Takovyto uhlik je béhem
fotosyntézy zabudovavan autotrofnimi organismy ve formé oxidu uhli¢itého jako organicky
vazany uhlik. Béhem dekompozicnich procest v ptidé se organicky vazany uhlik dostava do
ptdy pomoci kofend rostlin a zarucuje vyzivu bakteriim a jinym mykorrhiznim organismtim v
rhizosfére (Bonkowski et al., 2000). Pti rozkladnych procesech se d€li mikroorganismy na tzv.
r-stratégy rozkladajici organickou hmotu s nizkym pomérem C/N a jsou vyzivovani energeticky
bohatymi latkami. Dale mame tzv. K-stratégy, ktefi se zaméfuji na rozklad latek s vyssSim
pomeérem C/N a jejich rust limituji r-stratégové. Cyklus fosforu a dostupnost zivin (napi. Fe,

Zn, ¢i Cu) a stopovych prvki ovliviuji také padni mikroorganismy (Fontaine et al., 2003).
2.5.1 Charakteristika mikroskopickych hub

Mikroskopické houby jsou skupinou eukaryotnich organismu s heterotrofnim zpusobem
vyzivy. Maji Sirokou fyziologickou a morfologickou diverzitu a osidluji mnohé biotopy. Jejich
nejvyznamejsi roli je dekompozice organické hmoty. Vyznamnou ¢ast tél tvoii tzv. hyty, které
se rozrustaji do podhoubi (tzv. mycelia). Mikroskopické houby se vyskytuji jak v padé, tak v
ovzdusi nebo vodé, ale také v krmivech pro hospodarska zvitata a konkrétnich potravinach.
Jsou velmi flexibilni co se ty¢e pozadavka na podminky rustu (Tab. 2), proto se jedna o velmi

rozsifené kontaminanty (Laciakova et al., 2011).

Tab. 2: Faktory ristu mikrobialnich hub (Laciakova et al., 2011)

Faktor Rust Produkce mykotoxinu
Teplota -12°C - 55°C 4-40°C

pH 1,7-10 5-8

Aktivita vody (aw) Min. 0,62 Min. 0,8 — 0,85
Reduk¢ni potencial (Eh) Aerobni podminky Aerobni podminky
Vliv soli Do 20 % NaCl Do 14 % NaCl

Vliv cukrt Do 50 % sacharozy Do 50 % sacharozy
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2.5.2 Vyznam mikroskopickych hub

Kromé toho, ze mikroskopické houby vyvolavaji mykédzy a mykoalergie u lidi 1 hospodatskych
zvitat a zpisobuji oslabeni imunitniho systému a ubytek svalové hmoty, maji velky vyznam v
pudé v ramci kolobéhu zivin a dekompozice. Hraji vyznamnou roli v kolob&hu uhliku,
predev§im pii rozkladu ligninu. Vyuzivaji se také v potravinaiském (vyroba syru) a
farmaceutickém (vyroba 1é¢iv) pramyslu. Mezi nejvyznamnéjsi rody mikroskopickych hub
produkujici mykotoxiny patii rod Penicillium, Aspergillus, Alternaria a Fusarium (Malif et al.,
2003). Tyto rody jsou znami saprofyti, s vyjimkou rodu Fusarium, ktery se pfizpusobil
parazitismu. Maji antimikrobialni uCinky a jsou to znami dekompozitéfi v pudé, kde rozkladaji

ptdni organickou hmotu (Laciakova et al., 2011).

Obr. 4: rod Aspergillus (Chumchalova et al., 2006)
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Obr. 5: rod Alternaria (Chumchalova et al., 2006)

Obr. 6: rod Fusarium (Chumchalovi et al., 2006)

2.6  Pudni respirace

Pudni mikrobialni spoleCenstva jsou tvorena z nezmérné Skaly organismu, které mohou byt v
odlisnych fyziologickych stadiich. V obecné roviné muize byt mikrobialni aktivita roz¢lenéna

do tfech zakladnich zivych stavi (Blagodatskaya & Kuzyakov, 2013):
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1) Aktivni stav = mikroorganismy jsou soucasti biochemickych reakci v pud€, zajistuji

cyklus zivin a mineralizuji primarni organickou hmotu.

2) Potencionalné aktivni stav (fyziologicka bdélost) = mikroorganismy jsou vitalni,
avSak v neCinnosti. Po uvedeni média v pudé nebo redukci stresovych faktord jsou

mikroorganismy schopny okamzité zacit s mineralizaci SOM.

3) Vegetativni stav = mikroorganismy jsou ve stadiu, kdy ¢ekaji na zménu vnéjSich
podminek (napf. ptidni vlhkosti).

Dekompozici organickych latek v padé dochazi k podniceni mikroorganismi. Tato
aktivace je vyjadritelna produkci oxidu uhli¢itého piidni biotou v urcitém casovém intervalu
neboli pudni respiraci (Mikanova et al., 2010). Padni respirace slouzi jako jeden z hlavnich
parametr pro hodnoceni aktivity pudnich mikroorganismti. Pidni respirace je propojena
s mineralizaci pudni organické hmoty a je oznaCovana za heterotrofni, dale potom spolu s
dychanim padnich mikroorganismi a kofenovou autotrofni respiraci predstavuje celkovou
pudni respiraci (Deng et al., 2010).

Pldni respirace (SR) ma nezpochybnitelnou roli pro fizeni koncentrace atmosférického
CO:> a posléze i dynamiky klimatu v celosvétovém métitku. Hodnota SR je velmi flexibilni a
podminéna zmeénou faktord environmentalniho prostfedi, jakymi jsou napfiklad srazkoveé
uhrny, teplota, nebo zasoba uhliku v pidé, nebot’ pravé tyto atributy fidi dostupnost uhliku
v pud€. SR tak indikuje vliv zmény meteorologickych podminek na pudni prostiedi (Matias et
al., 2011). V pfipad€, ze SR dosahuje stalych hodnot a a jeji pivod je dan rozkladem SOM, je
oznaCovana za bazdlni respiraci (BAS). Intenzita BAS je podminéna mnozstvim a kvalitou
pudniho uhliku, respektive mnozstvim uhliku v SOM. BAS a jeji hodnoty tvofi potencial
ptdnich mikroorganismii rozkladat latky organického piivodu, jelikoz zvysujici se mikrobialni
aktivita v pidé je podminéna rostouci hodnotou BAS. S rostouci hodnout BAS tedy vzrasta
zapojeni mikroorganismii do biochemickych pochoda v pidé (Bloem et al., 2006). Aktualni
pudni respirace lze vyjadfit pravé BAS a vétSinou je méfena v del§ich ¢asovych periodach.

Kromé bazalni respirace se hodnoti u dalsi druhy respiraci, napt. substratem indukovana
respirace, ktera monitoruje respiraci mikroorganismu schopnych vyuzit momentalné dostupné
médium, nejcasteji se jedna o jednoduchy cukr — glukozu. Jednim z nedostatkti substratem
indukované respirace je fakt, ze méti pouze kvantitu mikrobialni spoleCenstva, nebot’ je méfena
po aplikaci glukozy (Simek et al., 2011) a béhem nasledujicich n&kolika hodin po piidavku
neni zaznamenan vyznamngjs§i rust mikrobialnich populaci, a proto je respiracni reakce dana

pfimou umérou k mnozstvi mikrobialni biomasy v pudé. Pudni respirace (nebo téz produkce

18



CO») je ukazatelem mikrobialni aktivity v pudé, ktera také koreluje s obsahem pudni organické
hmoty. Parametr ptdni respirace a jeji aktivity je tedy potencialem rozkladu primarni organické

hmoty a sledovani kolob&hu zivin v ptidé (Bloem et al., 2006).
2.7  Enzymaticka aktivita

Enzymatické latky v padé jsou ojedin€lé slouceniny na bazi bilkovin, které funguji jako

katalyzatory v§emoznych biochemickych ptadnich procest, které souviseji s:

1) vitalitou ptidnich mikroorganismu
2) rozkladem SOM
3) tvorbou slozitéjSich org. latek v ramci SOM

4) tvorbou pudni struktury (Das & Varma, 2011).

Pritomnost enzymid u mikroorganismi hodnoti momentalni stav pidniho prostredi.
Mezi nejvyznamngj$i enzymaticky proces v rdmci monitoringu mikrobialni aktivity se radi
dehydrogenazova aktivita (DHA) (Zheng et al., 2015). Dehydrogenaza je oznaCovana jako
enzym dychaciho fetézce. Hlavnim pifinos dehydrogenazy je v biologické oxidaci organickych
latek nebo SOM. Tato oxidace je realizovana za vyuziti transferu protont a elektronti z donoru
na akceptor a nastava tak pfenos energie v dychacim fetézci (Mikanova et al., 2010). DHA
proto zobrazuje celkovou oxidacni aktivitu pidnich mikroorganismua (Brezinska et al., 2001)
v kontextu metabolické aktivity ptidni mikroflory (Risastava, 2010). DHA je stezejni pro
zhodnoceni a kvantifikaci mikrobialni aktivity, nebot jeji citlivost na zatizeni pudy je znacna
(Risastava, 2010).

Enzymaticka aktivita je vSeobecné hodnocena podle aktivity riznych enzymu, které
jsou produkovany mikroorganismy hlavné pii rozkladu polysacharida. Hlavni extracelularni
enzymy jsou oxidazy, hydrolazy, peroxidazy a fosfatazy. Tyto rozkladaji pfedevsim celulozu a
lignin a ovliviuji tak kolobéh biogennich prvka v ptidé (Baldrian, 2009). Enzymaticka aktivita
je v korelaci s mnozstvim mikroorganismi v ptidé. Cinnost oxidativnich a hydrolytickych
enzymu navysuje dekompozici ptidni organické hmoty. Jednim takovych prikladem je aktivita
ureazy. Ta je méfitkem intenzity pfemeény dusiku v ptidé a podmiriuje dostupnost a piijem N-
latek u rostlin. Dal§im ptfikladem je aktivita lignocelulolytickych enzymt inhibované prvky
kovt, kdy se pfi Cinnosti téchto enzyma sniZzuje objem mikrobialni biomasy, naopak houby

vykazuji zna¢ny nartst (Baldrian et al., 2011).
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2.8  Faktory ovliviiujici mikrobialni aktivitu

Hlavnim biochemickym procesem rozkladu pudni organické hmoty je dekompozice, ktera
zajistuje vstup zivin do pudy. Tento proces je korelovan nékterymi fyzikalni a chemickymi
parametry, jako tfeba pH pudy, teplota nebo aktualni pidni vlhkost. Dale je dekompozice
ovlivnéna chemickym slozenim SOM a dale na diverzité pidni bioty a dané mikrobialni
aktivité. Dekompozicni procesy ovlivnéné mikrobialni aktivitou se déli do dvou fazi, ptficemz
prvni faze je rychlejsi a kliCovymi atributy ovlivigjici d€ jsou klimatické podminky a
ptistupnost zivin. Druhéa faze je pomalejsi a je podminéna slozenim SOM. Na zakladé slozeni
SOM dochazi k postupnému uvoliovani piislusnych prvki do pady (pfedevsim dusiku, uhliku
a fosforu). Pidni biota vyuziva a zpracovava pudni organickou hmotu, pficemz zabudovava
uhlik predev§im do formy humusu. DalSimi latkami, které jsou uvoliuji do pudy, jsou
predev§im rozpustné organické latky, jako tfeba cukry (monosacharidy a oligosacharidy),

fenoly (taniny) a glyceridy (Aerst, 1997).

2.8.1 Vliv teploty, vlhkosti, zareni a pH pudy

Zvysujici se teplota v padeé ma znac¢ny vliv na transport zivin, a tim padem je teplota dilezitym
faktorem ucinnosti mikrobialni aktivity. Dekompozici organické hmoty ovliviiuje dale
fotodegradace UV-B zarenim. Také ptuidni vlhkost je odpovédna za zménu mikrobialni aktivity,
protoze nizsi obsah vody znemozni schopnost latek difundovat, pudni biota je méné vyzivovana
a mikrobialni aktivita potlacena. Kolisanim obsahu vody v pudé muze tak mikrobialni aktivita
stagnovat nebo muze byt stimulovana. Zmeény v puadni vlhkosti tak méni diverzitu
mikrobialniho spoleCenstva, nebot’ mikroskopické houby maji vyssi toleranci vici suchu nez
tteba bakterie a aktinobakterie. Naopak nadmérny obsah vody v pudé snizuje dostupnost
kysliku potfebného pro mikrobialni aktivitu.

V prubéhu biochemickych procest pudnich mikroorganismu se znac¢né€ projevuje vliv
pH v padé. Pii niz§im pudnim pH dochazi k narustu acidofilnich mikroorganisma oproti
ostatnich druhti. Kyselinotvorné prostiedi také podporuje produkci kofenovych exudatq,
hromadéni oxidu uhlicitého nebo uvolniovani hliniku do pady. Mikrobialni aktivita je tak
ovlivnéna snizenim rozpustnosti nékterych org. latek a tim padem dostupnosti zakladnich zivin.
Nizsi pH také podporuje uvoliiovani toxickych prvka v pudé. Pii vyssim pH se zase zvysuje

ucinnost fixace dusiku bakterialnimi rody (Berg, 2000; Cornejo et al., 1994).
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2.8.2 Slozeni pudy a pomér C/N

Diverzita mikrobialniho spolecenstva a schopnost mikrobialni aktivity se aktivné podilet na
zpracovavani organickych latek je nejvice zavisla na chemickém slozeni pudy. Mikrobialni
aktivita koreluje se stechiometrickym koeficientem uhliku a dusiku v pudé€, ptiCemz se
zvySujicim se pomérem C/N arover aktivity klesa. Pudy, které maji pomér C/N v rozmezi 15
az 20 jsou povazovany za dostate¢né zasobené dusikem, nejkvalitnéjsi pady byvaji Cernozemé
s pomérem C/N pfiblizné 10 a s vysokou mikrobidlni aktivitou. Ekosystémy kyselych
anaerobnich pud, jako jsou tfeba raselinisté, se vyznacuji pomérem C/N kolem 60, kdy pfi
téchto hodnotach dochazi béhem dekompozice k imobilizaci dusiku. Pudy bohaté na ziviny
vynikaji rychlym prabéhem rozkladu, kdezto pudy chudsi na ziviny produkuji tézko
rozlozitelnou organickou hmotu (Aerst, 1997).

K nejvyssi intenzité mikrobialni aktivity dochazi, na zaklad€ teorie stechiometrického
rozkladu, v pfipade€ vstupujiciho C a N podminénym narokim biomasy (Hessen et al., 2004).
Nékteré druhy mikroorganismu zachycuji vzdusny dusik a redukuji jej na amoniakalni formu,
ktera je pudnim edafonem vyuzita a zaclenéna do biomasy. Z této biomasy posléze rostliny
vstiebavaji dusik ve formé amonnych iont nebo dusi¢nant. V ramci kolob&hu dusiku v pade
je odumfenim biomasy N> znovu vyuzit, volatilizovan, nitrifikovan na nitraty, anebo naopak
denitrifikovan na N>O (oxid dusny) (Simek a Cooper, 2006).

Slozeni pudni organické hmoty je podminéno mnozstvim uhliku dostupného v padé.
Nejcastéjsi se uhlik do pudy dostava ve formé celulozy a také z 20 % korenovymi exudaty,
které jsou pro pudni biotu daleko dostupnéjsi formou uhliku diky jednodussimu chemickému

slozeni téchto exudata (Berg, 2000; Bonkowski et al., 2000).

2.8.3 Pusobeni ostatnich pudnich organismu

Jak rychly je rozklad organickych latek je dano predevsim pudni biotou, jejiz efektivitu,
ucinnost a popula¢ni dynamiku ovliviiuje predace pudni mikrofaunou. Bakteriofagni hlistice
(Nematoda) a prvoci (Protozoa), které taktéz rozkladaji organickou hmotu, konzumuji pfi
nedostatku potravy kromé bakterii i jiné prvoky, houby, celulézu nebo huminové slouceniny
(Scheu, 1990; Bonkowski et al., 2000).

Kromé mikrofauny je vyznamnym participientem na rozkladu organické hmoty také
pudni mezofauna a makrofauna. Jejich funkce spoc¢iva ve zménach chemického slozeni pudy a

pH, provzdusiovani pidy a predaci. Z hlediska biodiverzity puadni makrofauny jsou
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nejvyznamnéj§im zastupcem clenovcei (Arthropoda), stejnonozci (Isopoda), stonozkovci
(Myriapoda) a brouci (Coleoptera).

Snad nejvyznamnéj§im piinosem pro kvalitu pidy, provzdusSiiovani a tim padem
zvySeni intenzity mikrobialni aktivity je kmen krouzkovct (Annelida). Typickym zastupcem
jsou zizaly. Podle jednotlivych druhti vytvareji horizontalni ¢i vertikalni cesticky a zajistuji
provétravani pudy, vodni rezim pudy a transport zivin. Jejich ¢innost napomaha chemicky
rozkladat ptdni organickou hmotu, ¢imz zvySuji piijem zivin pro mikrobialni spoleCenstva a
podporuji rast té€chto spolecenstev. Existuje dokonce pfima uméra mezi hustotou zizal a obsahu
uhliku v SOM. Zizaly navic produkuji svymi Zlazami zasadité latky, které neutralizuji

huminové kyseliny, a tim padem zvysuji pH pad (Scheu, 1990; Bonkowski et al., 2000).

2.9  Meéreni a hodnoceni mikrobialni aktivity

Sledovani a porozumeéni vlastnostem mikrobialni aktivity a diverzity, které maji zna¢ny vliv na
ekosystém pudy, je z védeckého, a hlavné zeméde€lského hlediska, velmi dulezité, nebot
analyza téchto vlastnosti muze byt vyuzita pro prakticka opatieni ke zlepSovani kvality pady.
V kontextu celého piidniho ekosystému jsou dobie definovatelné vztahy mikrobialni diverzity,
rostlin a pudy a mazou se vytyCit vysoce citlivé indikatory, které establuji vitalitu celého
ptdniho systému (Hill et al., 2000).

Dnes se hojné vyuzivaji molekularni metody (napt. amplifikace podjednotek rRNA
geni) méfené z nukleovych kyselin. Tyto metody pfinesly do vyzkumu ptdni bioty nové
moznosti analyzy genetické diverzity i téch rodu v soucasnosti laboratorné nekultivovatelné,
coz piispé€lo ke komplexni kvalifikaci mikrobialnich spolecenstev. Kromé piistrojovych méfeni
existuje fada dalSich analytickych metod vyuzivajici enzymatickou aktivitu, mikrobialni
respiraci ¢i obsah ATP, avSak umoziiuji pouze obecné charakteristiky mikrobialnich

spolecenstev (Hill et al., 2000, Chowdhury & Dick, 2012).
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2.9.1 Bazalni respirace

Bazalni respirace se hodnoti jako rychlost, za kterou mikroorganismy spotrebuji kyslik, nebo
také vyprodukuji oxid uhli¢ity za Casovy usek. Puda je pfed samotnym méfenim nékolik dni
inkubovana a poté je méfeno mnozstvi CO2 bud’ analyticky (titraci uvolnéného CO: v roztoku
NaOH) nebo instrumentéaln€. Vysledek se vyjadii jako obsah CO2 ve vzorku na gram suSiny a
jednotku ¢asu (ug CO2-C. gsus hod™).

Bazalni respirace pudni bioty je ukazatelem respiracni aktivity a hodnoti fyziologicky
stav dané mikrobialniho spoleCenstva. Je tudiz kvalitativni metodou. Mikrobialni spolecenstvo
a jeho respiracni aktivita je podminéna mnozstvim dostupnych zivin v pud€ a je odrazem
momentalni vitality, biochemickych procest, popf. pusobeni stresovych ciniteld (ISO/DIS

16072, 2002).

2.9.2 Substratem indukovana respirace

Substratem indukovana respirace je obvykle méfena po pfidani lehce vyuzitelného média, napft.
glukozy, narozdil od bazalni respirace, ktera je atributem uvoliiovaného CO; bez ptidani média.
U této metody se sleduje kiivka vyprodukovaného oxidu uhli¢itého stejné jako u bazalni
respirace, tj. bud’ analytickou metodou, nebo intstrumentalni. Vysledky zapisujeme bud’ jako
kumulativni obsah CO2-C (ug CO2-C. gws), nebo jako potencialni respiracni rychlost po
statistickém zpracovani dat (ug CO2-C. ges hod™) (ISO 14240-1, 1997).

U substratem indukované indukce mizeme horizont sledovani upravit na né€kolikadenni
za podminky pfidavku dalSich typd substrati coby zdroje Zzivin, a to napi. amonnych a
fosfatovych iontd. V praxi se v ramci mikrobialni aktivity méfi napted bazalni respirace, jejiz
grafické vyjadieni bude reprezentovat piimka. Po pfidavku zakladniho substratu glukodzy
nabyva graf exponencialniho tvaru. U K-stratégli je mozné sledovat konstantni odezvu a po
pfidani média, jako tfeba glukdzy, se exponencidln€é mnozi r-stratégové. Parametrem u
exponencialni ktivky je tzv. lag time, coz je doba od pfidani média glukézy do zacatku faze
exponencialni, dale rychlost rastu a aktivacni respiracni koeficient. Pro vSechny atributy jsou

stanoveny hodnoty limitu, které popisuji stav pudy (ISO 14240-1, 1997).
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2.9.3 Méreni biomasy fumigacné extra¢ni metodou (CFE)

Fumigacné extrakéni metodou (CFE), se stanovuje celkovy C v pudni hmoté. Uhlik, ktery se
extrahuje z této biomasy a ktery je obsazeny v burikach (Chpio), se fumigaci pomoci chloroformu
rozlozi zpét do pidni hmoty. Obsah Cyio se poté stanovi rozdilem mezi vzorkem fumigovanym
a nefumigovanym. Celkovy obsah uhliku se v téchto vzorcich stanovi oxidaci pomoci
dichromanu za pfitomnosti silné kyseliny a posléze titraci Mohrovou soli, nebo
spoktrofotometrickou metodou. Vysledek je vyjadfeny v mikrogramech hmotnosti Cypio
vztazené na hmotnost piidy (g Chio. € sus).

Vyhodou fumigacné extrakéni metody je, Ze vzorek nemusime separovat ani jinak
upravovat a ziskame tak soubé&zné stanoveni obsahu pudni bioty Cpio a stanoveni obsahu
mimobunécného uhliku Core. Na druhou stranu ndm tato metoda neposkytne podrobny rozbor
stavu mikrobialnich spoleCenstev, jelikoz ndm tato metoda zobrazi pouze objem mikrobialni
biomasy. Pro zji§téni stavu vitality mikrobialniho spolecenstva je zapotiebi doplnit CFE

metodu a jinou, kvalitativni (ISO 4240-2, 1997).

2.9.4 Mineralizace dusiku

Mineralizace N je dana dv€ma pochody, a to nitrifikaci a amonifikaci. Pfi prvnim kroku,
amonifikaci, je mikrobialni Cinnosti pfeménovan dusik, ktery je organicky vazany, na
amoniakalni ionty. Uvoliiované ionty jsou stézejni zivinou a zdrojem dusiku pro producenty.
V procesu amonifikace je participovano velké mnozstvi mikroorganismu. Naproti tomu je do
nitrifikace zapojeno uzsi mnozstvi pudni bioty. Oba procesy, jak amonifikace, tak nitrifikace,
jsou zavislé na mnoha faktorech, jako tfeba obsah O, pH, vlhkost pady apod. Predevsim
nitrifikace je proces narocny na energetické vstupy a citlivy na vnéjsi podminky. V ptipadg, ze
je puda jakymkoliv zptisobem stresovana, nitrifikace neprobiha (Maier et al., 2000).

Meéfeni mineralizace dusiku probiha na zacatku inkubace a posléze po 30 dnech
jako vyprodukovana suma NH4", NOs™ a NO;. Méreni probiha spektrofotometricky nebo

iontove selektivni metodou (Maier et al., 2000).
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2.9.4.1 Amonifikace

Deaminace je vazana na vitalni buiky s vyjimkou enzymu ureazy, kdy se dusik vazany
v organickych slouCeninach preménuje na NH4*. Za nepfistupu vzduchu nedochazi
k oxidacnim procesim, tim padem nedochazi k pfeméné dusitanti na dusi¢nany, a v pudé se
kumuluji amonné ionty. Rozdil uvolnénych amonnych ionti na zacatku a na konci inkubacni
doby (7 dni) se uvadi jako amonifikacni aktivita mikrobialnich spolecenstev. Kdyz ale pfidame
substrat ve formé arginitu nebo peptonu, mikroorganismy budou vice vyzivovany organickym
dusikem a prirastek NH4*-N v oSetfenych vzorcich oproti plivodnim méfime jako potencialni

amonifikaci. Stanoveni této aktivity se provadi spektrofotometricky (Maier et al., 2000).

2.9.4.2 Potencialni nitrifikace (PAO)

Uvolnény NH4" je postupné oxidovan na NOza NOs . V prvni fazi nitrifikace se aktivita
nitrifika¢nich enzymut stanovuje metodou zvanou kratkodoba potencialni nitrifikace (SNA).
Pidni vzorky jsou po pfidani amonného substratu inkubovany v pudni suspenzi. V odebiranych
vzorcich se stanovuje mnozstvi NO2™ spektrofotometricky. Predpoklada se linearni rist NO2 v

case (ISO/DIS 15685, 2001).

2.9.5 Dehydrogenazova aktivita

Aktivita enzymi je zajiSténa jak prvoradé enzymy, které jsou obsazeny v bunkach. Dulezita je
opatrnost pii odbéru vzorku, nebot enzymy snadno podléhaji zménam. U mikroorganizmu jsou
nejvice sledovany enzymy dehydrogenazy, B-galaktosidazy a fosfatazy (Maier et al., 2000).
Dehydrogenazy jsou enzymy, na které se nevztahuje extracelularni aktivita a které se vyskytuji
pouze v zivych bunkach. RozliSujeme dva typy dehydrogenaz, které se mezi sebou lisi
koenzymem. V prvnim typu je koenzymem nikotinamid, druhy typ obsahuje slozku flavin.

Pro zhodnoceni bakterialni enzymové aktivity je hojné vyuzivana methylova modr nebo
tetrazoliové soli. Nevyhodou methylenové modfi je kromé toho, ze podléha procesu oxidace na
vzdusném kysliku, i mira toxicity pro bakterie. Proto je pfi stanoveni dehydrogenazové aktivity
nejvyhodné&jsim akceptorem vodiku prave sloucenina tetrazolia. Ta se béhem dehydrogenazové
aktivity redukuje na Cerveny formazan. Zbarvené akceptory se stanovuji spektrofotometricky

(Maier et al., 2000).
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2.9.6 Metoda BIOLOG

Zakladem metody BIOLOG pro urovani rozli¢nosti pudni bioty je schopnost pudnich
mikroorganismi metabolizovat odli§né uhlikaté skelety. Pro monitoring se pouziva EcoPlate
desticka, ktera obsahuje 31 riznych uhlikatych substrati. Padni vzorky se nadavkuji do jamek
mikrodesticky, které musi byt ve spravném mnozstvi. Ty druhy pidnich mikroorganismu, které
jsou schopny metabolizovat dany uhlikaty substrat, zaCnou respirovat a pridané barvivo TTC
se zbarvi na trifenylformazan. Po dokonceni nadavkovani vsech jamek se provede fyziologicky
profil spoleCenstev metodou CLPP (tj. soubor proteolytickych enzymu). Respiracni vyvoj se
pak méfi jako narast absorbance. Méfeni probiha ve zvolenych Casovych intervalech (nejCastéji
po 24 hodinach, 4 - 5 dnt). Vysledkem byva sigmoidni kiivka (narust absorbance v Case) a
zhodnocenim vSech uhlikatych substrati ziskame metabolickou mikrobialni aktivitu (Maier et

al., 2000).
2.9.7 Analyza lipidovych profili (PLFA)

Biodiverzita je ¢astym znakem kvality Zivota v pudé. Neni vSak jednoduché kvantifikovat a
urcit jednotlivé pudni druhy. Proto se pouziva specifickych lipidu, jez jsou soucasti zivych
organismi a diky tomu mohou byt rozliSovany jednotlivé pidni druhy. Druhové a pomérové
slozeni PLFA muze byt tak specifické, ze dokazeme zhodnotit az jednotlivé taxonomické druhy
a fyziologicky stav pudni bioty (Maier et al., 2000).

Zakladni slozkou jednoduchych i slozenych lipidi jsou mastné kyseliny, které se v
bakterialni burice vyskytuji ve formé triacylglycerolt a fosfolipida. Pro analyzu mikrobialnich
spoleCenstev pomoci lipidovych profilt jsou dulezitéjsi fosfolipidy, jelikoZ se nachazeji jen ve
vitalnich bunkéach a po smrti buriky jsou degradovany ve velmi kratkém intervalu. Mastné
kyseliny jsou vyznamné svoji amfipatii (hydrofobni a hydrofilni ¢asti), pfiCemz se kazda z
téchto Casti orientuje opacnym smérem pii vystavbé membran (polarni ¢ast smérem k vnéjSimu
prostfedi a nepolarni ¢ast smérem k vnitinimu prostiedi) (Maier et al., 2000). Pii PLFA analyze

se pouziva identifikace mastnych kyselin pomoci kédu:
(i/a C: = 0X)

kde i/a znaci bud’ iso nebo anteiso methylové vétveni, C je pocet uhlika, = znaci pocet dvojnych
vazeb, ®X znaci pozici posledni dvojné vazby. Analyza PLFA slouzi jako celkovy fingerprint
mikrobialniho spolecenstva. Rozdily v PLFA profilech jsou zpisobeny odlisnymi pidnimi typy

nebo enviromentalnimi fyzikalnimi parametry. Dal§i zmény mohou nastat pii fyziologickém
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stresu pudni bioty, a to predevsim pii hladovéni, pii zméné pH nebo obsahu polutanti (Pelz et

al., 2001).
2.9.8 Analyza pomoci nukleovych kyselin

Analyza pudni biodiverzity a vlastnosti ptidnich mikroorganisma byla diive nesnadna kvuli
zastaralym a nedokonalym metodam (kultivacni, biochemické, imunologické). Dnes se diky
rozvoji molekularné biologickych technik upousti od kultiva¢nich technik, které vypovidaji o
skute¢né mikrobialni aktivit€ velmi malo, a vyuziva se nukleovych kyselin (Uhlik et al., 2007).
Navic je jen velmi malo kultivovatelnych mikroorganismt (Marzorati et al.,, 2008). Pro
monitoring mikrobidlni diverzity se dnes pouziva piedev§im gen 16S rDNA (je rozsifen,
homologni a obsahuje konzervativni Useky k taxonomickému zatazeni a variabilni useky k
fylogenetickému srovnavani). Pro monitoring mikrobialni aktivity je tfeba sledovat funkcni

geny zasazené v ruznych mistech DNA (Malik et al., 2007).
2.9.8.11zolace DNA

Zakladem uspésné analyzy je zisk zna¢ného mnozstvi Cisté DNA. S kazdym dalSim krokem
cisténi DNA vytézek klesa. AvSak dnes jiz citlivé metody, jako je PCR nebo hybridizacni
metody, nepotrebuji velké mnozstvi DNA. Specifika izolace genomické DNA spocivaji
predevsim ve znacné molekulové hmotnosti, délce vlaken a kiehkosti izolované molekuly.
Pokud vzniknou na vlaknech zlomy, jsou lokalizovany nahodné. Pfi izolaci DNA se pouziva
dezintegrace materialu: mrazeni a tani (tzv. bead-beating), nebo se také vyuziva enzymatického
Stépeni. Nasledny krok rozpusti bunééné membrany a denaturuje bilkoviny pomoci detergentu
(napt. sarcosyl). Poté se rozpusti bilkoviny proteinazou K.

Pro ochranu DNA se pouziva lyzacni pufr EDTA (tj. pufr pouzivany pro skladovani
DNaz a znemoziuje vedlejsi reakce), ktery funguje jako kofaktor vyznamnych
deoxyribonukleaz (DNaz). Nakonec se DNA extrahuje bud’ fenolovou metodou, nebo pomoci
NaCl. Koncentrace extrahované DNA se kvantifikuje ethanolem nebo isopropanolem (Hang et
al., 2004). Celkova extrahovana DNA daného vzorku nepfedstavuje v ramci reprezentace
genomu mikrobialnich spoleCenstev vyvazeny vysledek, nebot” malo rozsifené druhy mohou
kvantitativné prestinit né€kolik hojnych a rozsitenych druht mikroorganismii. Tato skutecnost

zpusobuje zdroj chyb v dal§im vyhodnocovani, predevsim v PCR (Cowen et al., 2005).
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2.9.8.2 1zolace RNA

Izolace RNA je oproti DNA specificka, protoze je daleko méné stabilni nez DNA, avsak je
pravdépodobné ji izolovat metodami pfibuznymi jako pro izolaci DNA. Stézejni rozdilem je
opatrnost v postupu, aby nedochéazelo k naruseni RNA pomoci vSudypfiitomnych ribonukleaz
(RNaz), které jsou teplotné odolné a jsou sobéstacné, jelikoz nepotfebuji pro svoji aktivitu
zadné kofaktory. V pidnim vzorku jsou dalSimi negativnimi Ciniteli pfi izolaci RNA takeé jilové

a huminové Castice. Izolace RNA je rozdélena do Ctyt fazi:

* lyze bunck

» inaktivace nukleaz
+ extrakce RNA

* purifikace vzorku

Nejvice nachylnou casti k degradaci RNA je komplexni lyze. Tuto degradaci je mozné
minimalizovat, pokud se izolace RNA provede za nizkych teplot a umisténim vzorki do
lyzacniho pufru. Je nezbytn€ nutné, aby se béhem manipulace s izolovanou RNA zabranilo
kontaminaci napf. kontaktem sklenéného laboratorniho materialu s plamenem, nebo oSetfenim
laboratorniho materialu chloroformem. Také je mozné oSetfit pomucky destilovanou vodou s
ptidavkem diethylpyrokarbonatu, ktery se necha puasobit 24 hodin a poté se degraduje
autoklavou (Cowen et al., 2005).

2.9.8.3 PCR (polymerase chain reaction)

Tato metoda je zaloZzena na amplifikaci (= rozmnozeni) DNA in vitro. Namnozeni DNA probiha
pomoci enzymu DNA - polymeraza. Diky tomuto enzymu se komplementuje vlakno podle
templatu jednovlaknové DNA tak, ze k druhému vlaknu pfidava nové nukleotidy ve sméru 5'-
3. Kromé volného nukleotidu je potfeba kratky usek - primer, jenz je uméle syntetizovan.
DNA-polymeraza urCuje misto navazani primeru na templat. Pivodné dvouvlaknova DNA je
rozstfizena na samostatna vlakna tzv. denaturaci bilkovin. Pokud se cykly denaturaci opakuji,
pokracuje i nasedani primerd a prodluzovani DNA-polymerazou a ziskame tak templaty
slouzici pro dalsi reakéni cyklus. Mnozstvi templata vznika rychlosti 2%, kde x je pocet cyklu.

Z pivodnich dvou vlaken miizeme ziskat dvaceti cykly az 2% kopii (Markoulatos et al., 2002).
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3 Cil prace a pracovni hypotézy

Predkladana diplomova prace je rozdélena do dvou zéakladnich casti: teoretické (literarni
prehled) a praktické (vyzkum). Kazda z téchto Casti je definovana urCitym cilem. Teoreticka
cast diplomové prace se zameéfuje na péstovani leguminoz v ekologickém zptisobu hospodareni,
vyznam téchto plodin v osevnich postupech, mikrobialni aktivitu zeméd€lskych pid, metody
meéfeni mikrobialni aktivity v pud€, vyznam mikroskopickych hub a bakterii v pad¢ a faktory
ovlivilyjici mikrobialni aktivitu pad. Vyzkumna cast predkladané diplomové prace ovéfila nize
vyslovené experimentalni hypotézy. Ovéreni hypotéz predchazely terénni odbéry vzorka pady
a laboratorni experiment, ve kterém byla méfena vlhkost pidnich vzork(, maximalni kapilarni
kapacita, bazalni respirace a zhodnoceni kultivace padnich vzork.

Na zéklad¢ realizace obou casti piedkladané diplomové prace bylo hlavnim cilem
celkového zhodnoceni vlivu péstovani leguminoz, a to varianty hrachu polniho, varianty lupiny
a varianty uhoru na mikrobialni aktivitu pad v riznych vegetac¢nich obdobi (obdobi seti, obdobi
vegetacniho rastu, obdobi pred sklizni).

Cilem experimentalni Casti prace bylo zjiSténi, zda-li ma péstovani hrachu a lupiny
v ekologickém rezimu zemédélstvi vliv na mikrobialni aktivitu v pudé ve srovnani
s mikrobialni aktivitou v pade na pozemku pokryté thorem.

Pracovni hypotézy:

Ho = nulové hypotéza: péstovani hrachu a lupiny v ekologickém rezimu zemédélstvi
nema vyznamnéjsi vliv na mikrobialni aktivitu v padé ve srovnani s béznym pozemkem
pokrytym uhorem.

e H; = alternativni hypotéza: péstovani hrachu v ekologickém rezimu zemé&délstvi ma
vyznamny vliv na mikrobialni aktivitu v pidé ve srovnani sbéznym pozemkem
pokrytym Uhorem, kdezto u lupiny se vyznamnéjsi vliv neprojevuje.

e H; = alternativni hypotéza: pé€stovani lupiny v ekologickém rezimu zemé&délstvi ma
vyznamny vliv na mikrobialni aktivitu v pidé ve srovnani sbéznym pozemkem
pokrytym Uhorem, kdezto u hrachu se vyznamnéjsi vliv neprojevuje.

e H3 = alternativni hypotéza: u obou péstovanych plodin v ekologickém rezimu

zemedelstvi se projevuje znacny vliv na mikrobialni aktivitu v pudé
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4 Metodika

4.1 Charakteristika odbérového mista

Experiment byl provadén v ramci maloparcelkového pokusu zalozeného na zemédélském

pozemku v lokalité Zvikov u Ceskych Budg&ovic. Pozemek je registrovan v rezimu

ekologického zemédélstvi. Predplodinou na pokusné zemédélské pudeé byl jetel lucni (odrada
Bonus), ktery byl péstovan dva uzitkové roky a zaoran byl na podzim 2021. K zalozeni pokust

byla vysazena lupina bila (odrida Dieta s vysevkem 180 kg.ha™!) a hrach sety (odrida Avatar

s vysevkem 300 kg.ha™).

Tab. 3: Charakteristika pokusné lokality

Zemédélska vyrobni oblast

obilnarska

Nadmoiska vyska

490 m.n.m.

Pudni druh

hlinita (stfedni)

Pldni typ

hnédozem luvizemni

4.2  Zaznam meteorologickych dat

Tab. 4: Zaznamy mési¢nich meteorologickych dat lokality Zvikov u Ceskych Budg&jovic

Teplota vzduchu (°C) Srazky (mm)
Mesic Primér DlDUTOd,DbV Rozdil Suma DlDU?Od,va Rozdil
pramér prameér
leden 1,4 -2,7 +4,4 20,8 26,5 -5,7
anor 3,4 -1,1 +4,5 34,3 27,1 +7,2
brezen 3,2 2,4 +0,8 15,5 34,4 -18,9
duben 6,5 6,9 -0,4 47,5 48,6 -1,1
kvéten 14,4 11,9 +2,5 39,3 76,7 -37,4
cerven 18,6 15,2 +3,4 187.8 99,2 +88,6
tervenec 18,7 16,8 +1,9 76,7 84,6 -7,9
srpen 18,7 16,1 +2,6 82,1 83,3 -1,2
01-12/2022 10,6 8,2 +2,4 504,0 480,4 +23,6

4.3 Sbér dat

Od pocatku zaseti hrachu a lupiny byl zahajen sbér dat. Ten zahrnoval predevsim
meteorologicka data, vyskyt chorob, skadci a pleveld. Z chorob byla zpozorovana
v pocatecnich rustovych fazich u obou plodin pfitomnost kofenovych chorob. Tyto choroby

vsak ve svém dusledku neovlivnily celkovy pocet rostlin na jednotku plochy. Vyznamné;jsi
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problém vsak predstavoval vyskyt antraknozy u lupiny bilé od mésice Cervna u vSech variant
(vzorek €. 28, 41 a 57). Antraknoza byla zpozorovana taktéz u variant hrachu setého od
poloviny Cervna. Zde vsak byla omezena pouze na né€kolik jedinct. V obdobi pred sklizni byly
rostliny lupiny a hrachu napadeny ve vSech variantach ¢ernémi. Pfi kontrole skiidct byl na
zaCatku kvétna zpozorovan listopas Carkovany, ktery zpusobuje pozerky listd. S vegetacnim
rastem vSak populace listopase klesala, takze nebylo nutné pristoupit k cilené regulaci. Co se
tyCe zhodnoceni plevell, tak byly populace hrachu a lupiny od zacatku vegetace zapleveleny
pyrem plazivym, dale se zde vyskytoval oves a jezatka kufi noha. V obdobi pied sklizni bylo

jiz pole silné zapleveleno.

Obr. 10: Monitoring plevelt béhem vegetace (foto: K.Perna)
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Obr. 11: Monitoring plevelt b€hem vegetace — pyr plazivy (foto: K.Perna)

4.4  Odbér, zpracovani a stanoveni vzorku

K odbéru vzorku byly vyuzity celkem 3 varianty — varianta, kde byl zaset hrach sety (se 3
opakovanimi), varianta, kde byla zaseta lupina bila (také se 3 opakovanimi) a kontrolni varianta
(0hor). Celkem bylo pii kazdém odbéru odebirano 7 pudnich vzork. Pidni vzorky byly
odebirany v pribshu sezony vzdy ze stejné &asti (o velikosti 1 m?) pfislusného policka.
Prostrednictvim Kopeckého valecku byly odebrany ptdni vzorky pro stanoveni MKK a
prostiednictvim odbérové tyce bylo odebrano z kazdé plosky celkem 5 vzorka (z hloubky 5 az
20 cm), z nichz byl vytvoren smésny vzorek pro stanoveni pudni vlhkosti a ptipravu ptdnich

vyluh.
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4.4.1 Stanoveni maximalni kapilarni vodni kapacity

Odebrany Kopeckého valecek se vzorkem se nechal nasakovat vodou z podlozky pies 2x
prelozeny filtracni papir. Zemina se ve valeCku prikryla hodinovym sklem, aby se zamezilo
vyparu, a nechala se sytit vodou z podlozky tak dlouho, dokud se na povrchu zeminy pod
hodinovym sklem neobjevil vodni film. Doba nasakovani se nastavila na 24 hodin. Po této dobé
se valeCek polozil na sitku vystlanou nékolikrat pfelozenym filtranim papirem. Po 2 hodinach
pustila zemina slabé kapilarné poutanou vodu a véleCek se ze=minou, sitkou a hodinovym
sklem se zvazil. Po zvazeni se valeCek se zeminou nechal vysusit pti 105 C po dobu 6 hodin.

Po vysuseni se valeCek opét zvazil. Vypocet MKK se stanovil takto:
MKK = ((a - ¢) /100) * 100 (obj. %)

kde a = vaha vlhkého vzorku; b = vaha po vysuseni

4.4.2 Stanoveni bazalni respirace

Ze smésného vzorku se odvazilo 20 g vzorku zeminy a nechalo inkubovat v sa¢ku z monofilu
auzaviené nadobe. V prvni fazi se vzorek zeminy nechal inkubovat 48 hodin v uzaviené nadobé
nad 20 ml vyvafené destilované vody (bez CO2). V druhé fazi se sacek zavésil do uzaviené
nadoby nad 20 ml NaOH a nechal inkubovat dalSich 24 hodin. Obé¢ inkubace probihaly za
pokojovych teplot. Dal§im krokem byla titrace.

Titrace odmérnym roztokem HCI je metoda zaloZzena na jimani CO: uvolnéného
z pudniho vzorku do roztoku NaOH. Pfi reakci vznika Na,COs. Poté, co se odstranil vzorek a
do NaOH se pridaly 4 kapky indikatoru fenolftaleinu a 2 ml roztoku BaCl,, se titrovalo
roztokem HCI do vymizeni razového zbarveni. Od kazdého vzorku se provedly 3 titrace.

Jesté pred samotnou titraci uvolnéného NaOH roztoku se musela provést standardizace
HCI. Postup byl takovy, ze se do titracni baiiky odméfilo 10 ml roztoku Na>COs. Piidaly se 4
kapky methyloranze a titrovalo pomoci roztoku HCl. Po pfechodu ze zlutého do oranzové
zabarveni se titraéni nadobka piekryla hodinovych sklem a smés nad plamenem povarila. Po

ochlazeni se znovu dotitrovalo do oranzového zabarveni.
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Vypodet bazalni respirace RES (mnozstvi uvolnéného CO v ug CO».g™!) se stanovil takto:

2200. (100+W). f. (5-V)
N .100 .24

RES =

kde N = navazka Cerstvé pudy, S = spotieba ml HCI na slepy pokus, V = spotieba ml HCI na
vzorek, W = obsah H>O v % vztaZzeny na hmotnost suché pudy, f = 20/Vo, kde Vo je spotieba
ml HCI pfi standardizaci HCI

4.4.3 Mikrobiologicka ¢ast - kvantifikace mikroorganismu

Analyza kvantifikace mikroorganismu vzorki zeminy metodou kultivace pudy na Petriho
miskach probihala ve dvou variantach, a to na neselektivnim mikrobiologickém kultivaénim
médiu s extraktem (YEA = yeast extract agar), a na médiu s pifidavkem ATB (odliSeni poctu
bakterii a hub). Do 1 litrovych titracnich banék se odméfilo 11,5 g média YEAST EXTRACT
AGAR a pridalo 500 ml destilované vody. Jedna titracni barika obsahovala pouze destilovanou
vodu s agarem, do druhé bylo pfidano ATB (v tomto piipadé chloramphenicol). Pied aplikaci
do Erlenmayerovy bariky se ATB nechalo rozpustit ve 3 ml ethanolu. Hrdla titracnich ban¢k se
zakryla hlinikovou folii a nechaly vafit v autoklave pii 100 °C po dobu 10 min. Po vychladnuti
(ptfiblizné na 45 °C) se roztok agaru rozlyval na Petriho misky. Celkem bylo pfipraveno 42
Petriho misek YEA a 42 Petriho misek YEA+ (s ptidavkem ATB). Vzorky pudy byly
pfipraveny tzv. fedici metodou. Steriln€ se odvazilo 25 g zeminy z kazdého smésného vzorku
do Erlenmeyerovy baiky a pfidalo se 225 ml destilované vody. Bailky se dali na 30 minut
zhomogenizovat na tfepacku pti 110 otackach.

Po homogenizaci se piipravila fedici sada 107!, 102, 103, 10*a 107 tim zpGisobem, ze
do prvni zkumavky se mikropipetou odméfil 1 ml zhomogenizovaného vzorku, ta se protepala
na vortexu a z ni se odméfil dalsi 1 ml do dalsi zkumavky atd. Po nafedéni jednotlivych
zkumavek se automatickou pipetou odméfil 0,1 ml ze zkumavky ziedéné na 10 a aplikoval na
Petriho misku s YEA+ (agar s ATB) a poté dalsi 0,1 ml ze zkumavky ziedéné na 10~ a aplikoval
na Petriho misku s YEA (samotny agar). Celkem bylo pro zhodnoceni stavu mikrobialnich
spolecenstev pouzito 42 misek YEA a 42 misek YEA+ATB (12 misek od kazdého vzorku).
Vzorky se v lednici nechaly inkubovat 7 dni pfi teploté 25°C. Poté pfisla na fadu analyza poctu

kolonii na kazdé Petriho misce.
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Obr. 12: Priprava vzorka tzv. fedici metodou (Foto: K.Perna)

4.5  Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni laboratorni prace bylo provedeno pomoci programu Statistica.
Stanoveni vlhkosti, maximalni kapilarni kapacity, bazalni respirace a celkovy pocet
mikroorganismi byly vyhodnoceny pomoci zakladnich statistickych ukazatelt a na zakladé
jednofaktorového ANOVA testu a korelacnich vztaht. Analyza byla pouzita pro vyhodnoceni
zavislosti mezi jednotlivymi sledovanymi plodinami a jednotlivymi skupinami

mikroorganismiu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1  Vyhodnoceni vysledki

Sledované vegetacni obdobi bylo z hlediska klimatickych a meteorologickych podminek
nepiiznivé pro pestovani leguminoz. Pocatek vegetacniho obdobi prochazel zna¢né suchym
obdobim. V dobé predsetové pripravy a seti byl srazkovy uhrn zhlediska dlouhodobych
statistik zna¢né podprumérny. V mésici bieznu spadlo v dané lokalité jen 15,5 mm srazek (viz.
Tab. 4), coz byl rozdil 18,9 mm oproti dlouhodobému praméru. Podobny trend pokracoval i
v mésici dubnu a kvétnu. Naopak v mésici Cervnu byly srazky vysoce nadprimérné, kdy
mesicni thrn srazek Cinil 187,8 mm, coz bylo o 88,6 mm vice oproti dlouhodobému primeéru.
Megsice Cervenec a srpen nebyly ve srazkovych uhrnech oproti jinym roktiim znacné odlisné.
Teplota byla béhem doby vegetace lehce nadprimérna.

Nepftiznivé klimatické podminky se odrazily na vyskytu chorob u obou sledovanych
plodin. Diky silnému srazkovému uhrnu v mésici ¢ervnu se v porostu lupiny i hrachu objevila
antraknoza, ktera byla laboratorné potvrzena. U lupiny bilé zpisobila znacné ztraty pfi
vynosech, kdy rostlina nebyla schopna dostatecné tvorby luska a semen. U hrachu setého se
antrakndza objevila taktéz, av§ak pouze lokalné na nékolika jedincich a pouze u jedné varianty.
Antraknéza u hrachu neméla vétsi vliv na kvalitu vegetace a naslednou sklizeni. V dobé pred
sklizni byly listy plodin napadeny Cernémi. Napadeni se tykalo hrachu i lupiny ve vSech
variantach. Laboratorné pod mikroskopem byli oznaCeni puvodci rodu Alternaria
a Cladosporium. Na zaCatku kvétna bylo zpozorovano napadeni Skidcem listopasem
carkovanym, avsak s postupujicim ristem vegetace intenzita pozerku lista klesala, takze Skidce
nepredstavoval zna¢né nebezpeci a nebylo potieba cilené regulace. Co se tyCe pleveld, tak
v obdobi rastu bylo na pozemku monitorovano nékolik druha plevele: pyr plazivy, penizek
rolni, oves hluchy a jezatka kufi noha (viz. Obr. 7 a 8). V dobé¢ pted sklizni bylo pole jiz silné
zapleveleno.

V odebranych vzorcich byl stanoven celkovy pocet mikroorganismu a celkovy pocet
mikroskopickych hub kultivaéni metodou a bazalni respirace mikroorganismi. Méfenim
celkového poctu mikroorganismu v pade v obdobi seti (viz. Tab. 5 a Obr. 13, str. 41) byl zjistén
vetsi pomér poctu bakterii ku poctu mikroskopickych hub u vSech variant hrachu (vzorek ¢.1,
14 a 27) a u vsSech variant lupiny (vzorek ¢.28, 41 a 54). Celkové vyssich hodnot

mikroorganismu v padé dosahovaly vzorky lupiny bilé.
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Tab. 5: Tabulka primérnych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotlivé vzorky 1. méfeni.

Vzorek Hodnota CPM Houby
. pramér 421666667 146667
Vzorek ¢.1
SD 116690474 54283
. pramér 313333333 183333
Vzorek ¢. 14
SD 102111051 68896
. pramér 610000000 2766667
Vzorek ¢. 27
SD 134759044 1318585
Vzorek & 28 primeér 515000000 196667
SD 173522333 47188
. pramér 383333333 173333
Vzorek ¢. 41
SD 109483637 52026
. pramér 656666667 451667
Vzorek ¢. 54
SD 67724934 141621
pramér 53333333 220000
Vzorek K
SD 23380904 66030

Celkovy pocet bakterii/hub/mikroorganism

700000000

600000000

500000000
400000000
300000000
200000000
100000000
0 i
1 14 27 28 41 54 K

M Bakterie M Mikroskopické houby CPM

Primérné hodnoty

Obr. 13: Pocet mikroorganismu kultiva¢ni metodou 1.méfeni
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Vysledky, které byly naméfeny v pribéhu vegetace a které zobrazuje Tab. 6 a Obr. 14,
napovidaji o klesajicim CPM v pudé, piicemz nejvétsi propad je ziejmy u bakterii ve vSech

kontrolnich variantach.

Tab. 6: Tabulka primérnych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotlivé vzorky 2. méteni

Vzorek Hodnota CPM Houby
Vzorek &1 prameér 110000000 55000
SD 49396356 28810

Vzorek & 14 prameér 118333333 28333
SD 58452260 11690

x prameér 180000000 38333

Vzorek ¢. 27 = 8309519 o
Vzorek & 28 prameér 136666667 176667
SD 45460606 60222
Vzorek €. 41 primer 151666667 135000
sb 54191020 67750

Vzorek &. 54 primer 240000000 323333
SD 115412304 128789

Vzorek K prameér 400000000 178333
SD 28284271 101473

Celkovy pocet bakterii/hub/mikroorganism

300000000
250000000

200000000

150000000
100000000
50000000 |
: [
1 14 27 28 41 54 K

M Bakterie Mikroskopické houby CPM

Primérné hodnoty

Obr. 14: Pocet mikroorganismu kultiva¢ni metodou 2.méfeni
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Tab. 7 a Obr. 15 ukazuji data 3. méteni, kde je jasny pokles CPM u vSech variant hrachu seté¢ho
a lupiny bilé. Kontrolni vzorek uhoru ukazuje na neménny trend jak v CPM, tak na podil

bakterii a mikroskopickych hub.

Tab. 7: Tabulka primérnych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotlivé vzorky 3. méfeni

Vzorek Hodnota CPM Houby
Veorek £1 pramer 35000000 66667
D 25099800 41312
Veorek & 14 primér 31666666 43333
D 21369761 32041
) primér 70000000 98333
Vzorek ¢. 27 D 24494897 31885
) primér 81666666 193333
Vzorek ¢. 28 ) 42622372 84774
Veorek & 41 pramer 53333333 116666
D 38815804 66232
Veorek & 54 primér 91666666 293333
D 56361925 108382
Veorek K primér 11666666 176667
D 4082483 84774

Celkovy pocet bakterii/hub/mikroorganism

100000000
90000000
80000000

70000000
60000000
50000000
40000000
30000000
20000000
10000000 I

0

1 14 27 28 41 54 K

M Bakterie Mikroskopické houby CPM

Pramérné hodnoty

Obr. 15: Pocet mikroorganismu kultiva¢ni metodou 3.méfeni
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Tab. 8 a Obr. 16 ukazuji na vzestupny trend CPM v obdobi pred setim. Oproti obsahu dat 3.
meéteni nékolikanasobné stoupl pocet bakterii u vSech variant hrachu 1 lupiny, pfi¢emz klesl

podil mikroskopickych hub.

Tab. 8: Tabulka primérnych hodnot a smérodatnych odchylek pro jednotlivé vzorky 4. méteni

Vzorek Hodnota CPM Houby
T
Vzorek ¢. 14 prl;rger igggzzzig igzzz
Vzorek €. 27 prl;rger ?g;ggggg? 22(7)(7)(7)
Vzorek ¢. 28 prl;r;er iiggggggg 13195307%0
Vzorek &. 41 prl;rger T;ggggggg 17265009020
Vzorek €. 54 prl;rger i;ggggg?g 26371964666

Vzorek K prl;rger 2388822(9) 1;3_6;4646

Celkovy pocet bakterii/hub/mikroorganism

600000000
500000000

400000000

300000000
200000000
100000000 I I
1 14 27 28 41 54 K

Primérné hodnoty

0

M Bakterie Mikroskopické houby CPM

Obr. 16: Pocet mikroorganismu kultiva¢ni metodou 4. méfeni
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Na statistické zhodnoceni poctu celkové mikrobidlni biomasy jednotlivych méfeni bylo pouzito
analyzy rozptylu (ANOVA), pro jednoduchost vysledkii jednofaktorového testu.

Vyhodnocenim vyvoje poctu bakterii u variant hrachu setého (Obr. 17) je ziskana velice
nizka hodnota p, pfiemz alespoil jedno z méfeni nema stejnou stiedni hodnotu na hladiné
vyznamnosti p<0,05. Na zaklad¢ Scheffeho testu (Tab. 9) je zfejmy rozptyl stfednich hodnot
mezi 1. a 3. méfenim. Ostatni méfeni zastali statisticky homogenni, vetné 1. a 4. méfeni

(méfeni v obdobi pred setim a ve fazi sklizng).

7E8
6E8 ¢ T
5E8 ¢
4E8 ¢

3E8 ¢ - D

2E8 ¢ T

1E8 } )\(

0 L

Pocet bakterii u variant hrachu setého

-1E8

-2E8

Poradi méreni

Obr. 17: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* s hodnotami F a p vyvoje poctu

bakterii u variant hrachu setého.

Tab. 9: Statistické zhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* pomoci Scheffeho testu (na hlading
vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

vyhodnoceni poc¢tu bakterii u variant hrachu setého.

Vari {1} {2} {3} {4}
Cell No. 44,833 13,610 4,5333 33,177
1 1 0,057396 0,016305 0,672444
2 2 0,057396 0,808792 0,286513
3 3 0,016305 0,808792 0,082731
4 4 0,672444 0,286513 0,082731
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Vysledky vyvoje poctu mikroskopickych hub u hrachu setého (Obr. 18, Tab. 10) ukazuji na

celkovy pokles stiednich hodnot u vSech méteni.

3E5

2,5E5

2E5 q

1,5E5 4

1E5 ==

50000 | / )\0

Pocet mikroskopickych hub u variant hrachu setého

-50000

Poradi méreni

Obr. 18: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* s hodnotami F a p vyvoje poctu

mikroskopickych hub u variant hrachu setého.

Tab. 10: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,ANOVA" pomoci Scheffeho testu (na
hlading vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

statisticky vysledek poctu mikroskopickych hub ve variantach hrachu setého.

Vari {1} 2} ) {4
Cell No. 2022E2 | 405855, 69444, 50702,

1 1 0,010848/  0,030940  0,015559
2 2| 0,010848 0,869156  0,992796
3 3| 0030940  0,869156 0,958258
4 4] 0015559  0,992796  0,958258
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Statistické vyhodnoceni vyvoje poctu bakterii u variant lupiny bilé (Obr. 19, Tab. 11) ukazuje
na rozptyl stfednich hodnot mezi skupinami 1. a 4. méfeni a 2. a 3. méfeni s nizkou hodnoto

p=0,0046. Stfedni hodnoty 1. a 4. méfeni jsou homogenni.

7E8

6E8

5E8 ¢

4E8

3E8 ¢

2E8

1E8

Celkovy pocet bakterii u variant lupiny bilé

-1E8

Poradi méreni

Obr. 19: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* s hodnotami F a p vyvoje poctu

bakterii u variant lupiny bilé.

Tab. 11: Statistické zhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* pomoci Scheffeho testu (na
hlading vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

vysledek poctu bakterii ve variantach lupiny bilé.

Var5 {1} {2 {3} {4
Cell No. 5181E5 | 1759E5 | 7535E4 | 4104E5
1 1 0005560 0,001070  0,474851
2 2  0,005560 0527776 0,042730
3 3| 0001070  0,527776 0,006309
4 4] 0474851 _ 0,042730 _ 0,006309
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Vyhodnoceni vyvoje poctu mikroskopickych hub u variant lupiny bilé (Obr. 20, Tab. 12) udava
vysokou hodnotu p=0,6. To udava homogenitu rozptylu stfednich hodnot u vSech meéfeni

variant lupiny bilé.

5E5

4,5E5
4E5
3,5E5 T ——
3E5 T

2 5E5
1,5E5 D

1E5

50000

Celkovy pocet mikroskopickych hub u variant lupiny bilé

0

-50000

Poradi méreni

Obr. 20: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* s hodnotami F a p vyvoje poctu
mikroskopickych hub u variant lupiny bilé.

Tab. 12: Statistické zhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* pomoci Scheffeho testu (na
hlading vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

vysledek poctu mikroskopickych hub ve variantach lupiny bilé.

Vars [ (1) 2 ) @
Cell No. 2739E2 | 2117E2 | 2011E2 | 1572E2

1 1 0,913934  0,871595  0,635018
2 29| 0,913934 0,999489  0,939646
3 3| 0871595  0,999489 0,966652
4 4] 0635018  0,939646  0,966652

44



V Tab. 13 jsou naméfené hodnoty uvolnéného mnozstvi CO2-C bazélni respirace jednotlivych
meéfeni a vzorkd. Hodnoty udavaji pruméry ze tii opakovanych titraci. Obr. 21 zobrazuje
vysledné hodnoty jednotlivych vzorka v ¢ase. U vSech variant doslo k vyraznému navySeni
hodnot bazalni respirace mezi obdobim seti a sklizn¢. Nejvétsich navySeni vyprodukované
CO>-C dosahly mikroorganismy u variant 14 (hrach), 28 (lupina), 54 (lupina) a kontrolni

varianta uhoru.

Tab. 13: Vysledné primérné hodnoty BAS jednotlivych vzorki (ug CO2-C.gsus ' .h7h)

Vzorek 1 14 27 28 41 54 K
1.méfreni 9,472 7,231 6,981 7,48 6,482 3,239 11,469
2.méreni 9,225 4,737 2,992 9,225 12,716 13,952 7,729
3.méreni 17,035 7,172 1,792 32,726 12,104 13,001 28,691
4.méreni 21,071 28,243 20,621 28,691 21,07 28,243 34,071

Vysledné hodnoty BAS jednotlivych vzorki v Case

40
35
30
25

20

ug CO,-C.g. ! .h'

15

10

1 2 3 4
e \/zOrek 1 (Hrach) Vzorek 14 (Hrach) Vzorek 27 (Hrach) Vzorek 28 (Lupina)

e \/70rek 41 (LUpina) ======\/zorek 54 (Lupina) ====\/zorek K (Uhor)

Obr. 21: Vysledné primérné hodnoty BAS jednotlivych vzorka v Case
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Po statistickém vyhodnoceni jednofaktorového testu ,ANOVA®“ (Obr. 22) uvolnéného
mnozstvi CO2-C bazalni respirace u variant hrachu setého je ukazatelem heterogenity rozptylu
nizka hodnota p=0,0006. Na zaklade Scheffeho testu (Tab. 14) je zfejmy rozptyl sttednich hodnot

4. méfeni od vSech ostatnich predeslych.

Current effect: F(3, 8)=8,6269, p=,00689
35

30 r =

25 ¢

20 1

10

Mnozstvi CO,-C BAS u variant hrachu setého

Poradi méreni

Obr. 22: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* mnozstvi CO>-C BAS u variant

hrachu setého s hodnotami F a p.

Tab. 14: Statistické zhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* pomoci Scheffeho testu (na
hlading vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

vysledek vyprodukovaného mnozstvi CO2-C BAS u variant hrachu setého.

Vars [ (1) 2 5] @

Cell No. 7,8947 5,6513 8,6663 23,312

i 1 0,950941  0,997753  0,026853
2 2 0,950941 0,892562  0,013039
3 3| 0997753  0,892562 0,034649
4 4] 0,026853  0,013039  0,034649
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Statistické vyhodnoceni bazélni respirace u variant lupiny bilé (Obr. 23) ukazuje na nizkou
hodnotu p=0,02. Na zaklad¢ Scheffeho testu (Tab. 15) je ziejmy statisticky narast stfednich

hodnot mezi 1. a 4. méfenim.

Current effect: F(3, 8)=5,6263, p=,02266
40 . .

35+ =
30 f
25+

20 f T

15 ¢

| / T
5 q

Mnozstvi CO,-C BAS u variant lupiny bilé

-10

Poradi méreni

Obr. 23: Statistické vyhodnoceni jednofaktorové ,, ANOVA* mnozstvi CO>-C BAS u variant
lupiny bilé s hodnotami F a p.

Tab. 15: Statistické zhodnoceni jednofaktorové ,,ANOVA® pomoci Scheffeho testu (na
hlading vyznamnosti p<0,05). Cerné hodnoty jsou statisticky homogenni. Tabulka zobrazuje

vysledek vyprodukovaného mnozstvi CO2-C BAS u variant lupiny bilé.

Varg [ (1) 2 ) @

Cell No. 5,7337 11,964 19,277 26,001

i 1 0,711240  0,163053  0,030931
2 2| 0,711240 0,605959  0,144623
3 3| 0,163053  0,605959 0,663442
4 4] 0030931  0,144623  0,663442
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Na zakladé korelacni analyzy vztahi mezi CPM a naméfenych hodnot bazalni respirace u
sledovanych plodin hrachu setého a lupiny bilé byly vyhotoveny dva grafy (Obr. 24). Horni
graf ukazuje na korelaci vztah(i u variant hrachu setého, kde mizeme vidét kladnou hodnotu r,
ktera ukazuje na vztah mezi CPM a vyprodukovanym CO»-C. Spodni graf zobrazuje zapornou
hodnotu r, tudiz neni nalezena korelace vztahi u variant lupiny bilé mezi CPM a

vyprodukovanym CO»-C.

Var3 =30,147 +,30995 * Var2
Correlation: r=,10358

120

100 =
80 s
60 el o --0

40/7—/
@)

20 O

Celkovy pocet mikrobialni biomasy u
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-20 L= =
10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Var5 = 64,001 - 8466 * Var4
Correlation: r = -,3248 Vi~ 52726000
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Y: Vars
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Obr. 24: Korelacni vztahy CPM a nameétené bazalni respirace u sledovanych plodin hrachu
set¢ho a lupiny bilé
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5.2 Diskuze

Po laboratornim meéfeni vyvoje poctu mikrobidlni biomasy se nepotvrdily hypotézy o vlivu
péstovani hrachu setého a lupiny bilé na pocCet mikroorganisma v pudé€. U vSech méfenych
variant doslo ke statisticky neménnému stavu mezi zacatkem a koncem sledovaného obdobi,
s vyjimkou vyvoje poctu mikroskopickych hub u sledovanych variant hrachu setého, kde
dokonce doslo k poklesu.

Wobeng et al. (2020) potvrdil, Ze péstovani ruznych druhi legumin6éz nema vliv na
zvySovani mikrobialni biomasy s vyjimkou soji lustinné, av§ak ma znacny vliv na diverzitu
mikrobialnich druhl v pid€. Zvysujici se diverzitu mikrobialnich spoleCenstev v pude diky
péstovani legumindz potvrzuje i1 Kimura et al. (2022). To potvrzuji 1 zavéry prace, které
nevyvodily odlisné trendy v ristu pidni mikrobialni biomasy mezi variantami péstovanych
legumindz a kontrolnim pozemkem uhoru. Zajimavy je pokles mikroskopickych hub ve
variantach hrachu setého. Vyzkum mikroskopickych hub na zakladé analyzy mykotoxint
v pude ukazuje na odlisné slozeni a pocCet spoleCenstev mikroskopickych hub u riznych druht
legumin6z (Kononenko & Burkin, 2019).

V ramci zhodnoceni vysledkti vyprodukovaného oxidu uhlicitého v ramci bazalni
respirace pudnich mikroorganismu je zna¢ny narust mikrobialni ¢innosti. Jak u variant hrachu
setého, tak u lupiny bil€ je zfejmy trend ristu mikrobialni ¢innosti v prubéhu vegetace. Li et al.
(2022) dokazuji, ze péstovani legumindz ma vliv na mikrobialni aktivitu, nebot’ v téchto pidach
nalezneme vétsi sit’ biologické diverzity bakterii a mikroskopickych hub a lepsi pfistupnost
zivin rostlinam, coz odkazuje na véts$i mikrobialni rozklad plidni organické hmoty nez na
pudach, na kterych jsou péstovany jiné kulturni plodiny. Zafazovani leguminéz do osevnich
postupt a pierusovani obilnych sérii zvySuje mikrobialni aktivitu a zvysuje Cinnost dilezitych
enzymu pro biochemické d€je v pudé, jako jsou tfeba fosfatazy, B-glukosidazy nebo proteazy
(Borase et al., 2020).

Vysledky laboratornich praci ukazaly, ze ackoliv se statisticky nezménilo mnozstvi
ptdni mikrobialni biomasy, at’ uz se jedna o bakterie nebo mikroskopické houby, zvysila se
bazalni respirace a tim padem c¢innost mikrobialnich spolecenstev. Li et al. (2012) zkoumali
vliv péstovani riznych druhi leguminéz na mikrobialni aktivitu v pidé a popisuji, ze ackoliv
se zvysila bazalni respirace mikroorganismi na pidach s leguminézami, bylo zapotiebi 3 az 5
let, aby byla mikrobialni biomasa zcela obnovena. Kromé toho je dilezita kvalita pady, protoze
nejenom pudni druh a pidni typ, ale i momentalni stav pudy zplusobuje proménlivost

mikrobialni aktivity (Bolat, 2019).
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Ve variantach hrachu setého (pisum sativum) a lupiny bilé (lupinus albus) byl tedy
zjistén stejny trend odpovidajici konstantnimu poctu mikrobialni biomasy, avsak doslo
k navySeni vyprodukovaného oxidu uhli¢itého mikroorganismy. Nyawade et al. (2019)
provedli vyzkum, kde srovnavali mikrobialni aktivitu u péstovanych brambor ve srovnani
s meziplodinami leguminéz. Tyto meziplodiny podpofily uvoliiovani piidni organické hmoty
az 0 21 % ve srovnani s bramborami a tim padem zvySily ¢innost puadnich mikroorganismu.

Pidni mikrobialni respirace byla u leguminoéz vyssi az o 34 % oproti bramboram.
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6 Zavér

Laboratorni kultivaci CPM nebylo zjisténo, ze péstovanim legumindéz dochazi k mnozeni
pudnich mikroorganismu, a to ani u jedné z variant hrachu setého nebo lupiny bilé. Avsak
s vysledky bazalni respirace pudni bioty muzeme fict, ze péstovani legumindz aktivuje
mikrobidlni Cinnost. Na zakladé studii, které pokladaji bazalni respiraci za stézejni znak
mikrobialni aktivity, miZeme potvrdit pracovni hypotézy o vlivu péstovani hrachu setého a
lupiny bilé. Mtzeme také predpokladat nedokonalé meteni CPM kultivacnimi metodami.
Presnéjsi vysledky by byly na zékladé studii zajiStény vyzkumem sledovanych plodin alespori

tfi vegetacnich obdobi po sobé.
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Seznam zkratek

ATB
ATP
BAS
CFE
CG
CPM
DHA
DNA
FAD
FMN
IRGA
MKK
NAD
NADP
PCR
PLFA
RNA
SIR
SOM
SNA
SR
YEA

YEA+

antibiotikum

adenosintrifosfat

bazalni respirace

fumigacéné extrakéni metoda
plynova chromatografie
celkovy pocet mikroorganismu
dehydrogenéazova aktivita
deoxyribonukleova kyselina
flavinadenindinukleotid
flaminmononukleotid
gasometricky analyzator
maximalni kapilarni kapacita
nikotinamiddinukleotid
nikotinamiddinukleotidfosfat
polymerase chain reaction
analyza lipidovych profila
ribonukleova kyselina
substratem indukovana respirace
ptdni organicka hmota
kratkodoba potencialni nitrifikace
pudni respirace

yeast extract agar

yeast extract agar s antibiotiky
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