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1 Uved
Mezi aktualni otazky pudni ekologie se fadi zejména ukladani uhliku (C) a jeho stabilizace v
pudé pomoci puadnich organismi (Angst a kol., 2019). V dneSni dobé dochazi
na zemédeélskych padach k nadmémému Cerpani ptidnich zivin ¢astymi mechanickymi zasahy
(sklizeni jednoletych plodin nebo orba). Pravidelna rocni sklizefi rychle plodicich jednoletych
plodin ma za nasledek nedostatené mnozstvi vstupujicich rostlinnych zbytkd do puady
(McLauchlan, 2006). Casta orba piidy navic zpasobuje rozruseni vazeb mezi velkymi ptidnimi
Casticemi, tudiz neni mozné navazat ziviny a stabilizovat C vazbou na vétsi Castice a rizné
velké agregaty (Bronick a Lal, 2005). Ziviny jsou nasledn& vyplavovany a volny C se dostava
do vodnich ekosystémt nebo atmosféry. Pravé procesy pii fixaci a stabilizaci C zabrariuji

uvolfiovani volného C do atmosféry a tim pomahaji snizovat koncentraci sklenikového plynu

oxidu uhli¢itého (CO2) (Del Galdo a kol., 2003).

Aby se mohl C navazat zpét do pudy, je nutné nejprve dodat do pudy zdroj organického
C, napiiklad ve formé€ poskliziovych zbytkd rostlin (Cerstvé biomasy) nebo biouhlu
(zuhelnatélé biomasy). Rostlinné zbytky ve formé biomasy nebo biouhlu se stavaji potravou
ptidnich organismd, pfi¢em? podléhaji enzymatickym a chemickym pfemé&nam (Santrickova
a kol., 2018). Mikroorganismy rostlinné zbytky ¢astecné zapracuji do své biomasy, casteCné
je zpracuji na produkty metabolismu, které jsou nasledné vyuzity dal§imi dekompozitory.

Zbytek je zmineralizovan na CO> a nasledné je uvolnén do atmosféry (Miko a kol., 2019).

Pomoci ptdnich ZzivoCichl a jejich metabolismu jsou rostlinna biomasa a biouhel
rozlozeny riiznou rychlosti lisici se dostupnosti obsazeného C. Cerstva biomasa se rozklada
rychleji kviili obsahu velkého mnozstvi snadno dostupného (labilniho) C pro mikroorganismy
(Bossuyt a kol., 2004). Procesem vzniku biouhlu (zuhelnaténim) ziskava biouhel slozité
usporadanou chemickou strukturu a pevné navazany C (Sohi a kol., 2010). Takto navazany C
je hufe dostupnym (rekalcitrantnim) zdrojem pro mikroorganismy a dochazi k pomalému

rozkladu biouhlu (Ferreira a kol., 2021).

Postupnymi rozkladnymi procesy se ptivodni zdroj organického C pfemeéni na ptdni
organickou hmotu (angl. soil organic matter, SOM), ktera je jednim z nejvétSich zasobnika C
a energie v suchozemskych ekosystémech (Santriickova a kol., 2018). SOM je daleZita pro
udrZeni kvality a urodnosti pady, zadrzovani vody v ptidé a odolnosti pudy proti erozi. Pfimy
vstup C do pidy formou SOM zajist'uji hlavné rostliny a jini primarni producenti, jako jsou

naprtiklad fasy a sinice (Miko a kol., 2019). Pro ukladani C do pidy je vSak nutné SOM



nasledné béhem postupnych fyzikalnich a biochemickych procest pfeménit a tim stabilizovat,

aby nedochazelo k jeji mineralizaci, a tim i k ochuzovani pady o C (Simek a kol., 2019).

Mnozstvi a stabilita C v pudé zavisi na aktivité piadnich mikroorganisma a zivocichda,
ktera je ovlivnéna mnozstvim a kvalitou rostlinného materialu. K zajisténi prabéhu hlavnich
pudnich procesi dochazi pomoci obrovského druhového bohatstvi a vysoké pocetnosti
padnich organismi. Diky tomu se jejich potravni preference prekryvaji a dochazi také k
prekryvu funkci zajistovanych organismy (Santri¢kova a kol., 2018). Mezi paidni organismy
se fadi mikroflora (napt. bakterie, houby a fasy), mikrofauna (napf. prvoci, hlistice),
mezofauna (napf. roupice, roztoCi), makrofauna (napf. zizaly, koryS$i, pavoukovci) a
megafauna (napf. plazi, hmyzozravci, hlodavci). Jednémi z nejdilezitésich zivocicha pro
ukladani C do stabilngjSich frakci a zabranéni jeho rozkladu jsou vSak zizaly (Miko a kol.,

2019).

Pro stabilizaci a ukladani C v piidé je zasadni potravni strategie Zizal. Zizaly se Zivi
mrtvou organickou hmotou, kterou ale konzumuji s mineralni slozkou pudy (Miko a kol.,
2019). Béhem prachodu travicim traktem dochazi k chemické preméné SOM, ale také k jejimu
fyzikalnimu vazani na mineralni ¢astice (Angst a kol., 2019). Vztah zizal a C v pudeé byl jiz
tématem mnoha studii. Napfiklad studie o vlivu zizal na zabudovani rostlinnych zbytki z
kofent a listt do ptdnich agregatti v lesnich ptdach potvrdila pozitivni vliv zizal na stabilizaci
C v agregatech (Yavitt a kol., 2015). Po tfileté inkubaci byl zabudovany C hufe rozlozitelny,
coz indikuje vliv zizal na stabilizaci C na delSich Casovych skalach. Dalsi vyzkum se zabyval
preménou tézce rozlozitelnych ¢asti rostlin do mikrobialni nekromasy a ukazal dilezitost

pritomnosti zizal v tomto procesu (Angst a kol., 2019).

Cilem této prace je porovnat vliv zizal na rozklad Cerstvé kukuficné biomasy a
zuhelnatélé kukufi¢né biomasy (biouhlu). Dale bude objasnén vliv zizal na stabilizaci a vazbu
labilniho C z Cerstvé biomasy a rekalcitrantniho C ze zuhelnatélé biomasy na povrch mineralni
Castic a do pudnich agregati. Vysledek prace by mohl usnadnit vybér udrzitelného zdroje
organického C pro obohacovani pud a zarover pro ukladani C do pady, které nasledné vede

ke zmirnéni zmény klimatu.



2 Literarni reSerse

2.1 Puda

Puda tvorti spojnici mezi atmosférou, litosférou a hydrosférou a je dilezitou slozkou veskerych
suchozemskych ekosystému (Smith a kol., 2015). Je soucasti rozkladnych potravnich fetézcu,
a tedy kolobéhu zivin, v€etné hlavnich biogennich prvka (napt. C, dusiku (N) a fosforu (P)).
Pida ma rizné dulezité funkce pro zajisténi fungovani biosféry (Paul, 2016). Mechanicka
funkce pudy je v tvorbé substratu a transportu zivin (Smith a kol., 2015; Miko a kol., 2019).
Umoziiuje také oporu a ochranu pro organismy. Fyzikalni funkce zahrnuje fyzikalni parametry
prostiedi (napt. vlhkost, salinitu, teplotu). Chemicka funkce spociva ve zdroji iontd nebo
médiu pro rozklad a syntézu latek (Paul, 2016). Nezbytna funkce pudy je biologicko-
ekologicka. Tato funkce zahrnuje zasobnik C, ktery ma vliv na globalni klima. Pada je také

prostfedim pro rizné druhy organismu a stabilnim prvkem ekosystému.

2.2 Slozeni pudy

Puda se sklada ze tii zakladnich slozek, a to z vody, vzduchu a pevné slozky. Voda je
nejdualezitéSim rozpoustédlem a je podminkou pro zivé organismy (Schjenning a Rasmussen,
2000; Huang a kol., 2022). Pudni roztok s Zivinami je nutny pro rust a vyzivu rostlin. Voda je
také zivotnim prostfedim pro mikroorganismy a mikrofaunu. Vyjimkou jsou mycelia hub a
aktinobakterii, které jsou schopny piertust pory vyplnéné vzduchem. Vzduch v pudé je slozen

z dusiku (N2), kysliku (O2) a CO». V pudé je vyssi koncentrace CO2 nez v atmosfére.

Pevna slozka pudy se de€li na anorganickou (mineralni) a organickou slozku
(Santri¢kova a kol., 2018). Anorganickou slozku tvoii mineralni astice rizné velikosti, tvaru
a chemického slozeni, které je ovlivnéno mate¢nou horninou. Mate¢na hornina ma také vliv
na uvolnovani zivin (napf. P, vapniku, drasliku). Pod organickou slozku se fadi SOM tedy

neziva organicka hmota a zivé organismy.

2.2.1 Mineralni slozka

Mineralni Castice svou velikosti ovliviiuji padni zrnitost, podle které se dale pudy rozlisuji na
padni druhy (Santrackova a kol., 2018). Pis¢ité pidy s prevahou velkych mineralnich &astic
(0,05 az 2 mm) maji nejhrubsi zmitost. Kvili velkym casticim maji pis¢ité pudy velké pory,
které nedokazi vazat vodu a ziviny, a proto snadno vysychaji a jsou chudé na ziviny, které se
snadno vymyji (Siddique a kol, 2001). Pohyb organismi i rast rostlinnych kofent je v
hrubozrnnych pudach snadny, ale nevyhodou je kolisani vlhkosti, teploty a nedostatek

organické hmoty (Miko a kol., 2019). Nejjemne¢jsi zrnitost maji pudy jilovité, které maji



prevahu mineralnich &astic mengich nez 0,002 mm (Santrtigkova a kol., 2018). Diky malym
porim dokazi 1épe navazat vodu a velké mnozstvi zivin, ale naopak jsou nachylné k
sedimentaci a utuzeni. Kvuli tomu rostliny v téchto pudach trpi nedostatkem vzduchu.
Mikroorganismy maji v jemnozrnnych pidach omezeny prostor k Zzivotu, ale maji lepsi

ochranu vazbu na jemné ¢astice (Miko a kol., 2019).

2.2.2 Pudni organicka hmota

SOM je nejvétsi aktivni zasobnik C v suchozemskych ekosystémech (Smith a kol., 2015;
Muller a kol., 2017). Sklada se ze smési rostlinnych, zivocisnych a mikrobialnich zbytka v
raznych fazich rozkladu (Lavelle a Spain, 2001). V SOM se nachazeji také zivé pudni

organismy, které se ale vétsinou do jeji definice nezahrnuji (Simek a kol., 2019).

2.3 Zdroje pudni organické hmoty v pudé

Pvod organickych latek vstupujicich do ptdy je rostlinny, Zivoginy a mikrobialni (Simek a
kol., 2019). Nejvétsi ¢ast mrtvé organické hmoty tvori odumfela rostlinnad biomasa a malou
Cast zaujimaji t€la zivoCichi a mikroorganismi a produkty jejich metabolismu. Hlavnim
zdrojem SOM je rostlinna biomasa tvofend primarnimi producenty (fotoautotrofnimi
rostlinami, fasami, sinicemi a nekterymi bakteriemi) (Miko a kol., 2019). Fotoautotrofni
mikroorganismy fixuji CO2 za pomoci slunecniho zafeni, kdy ve fotosyntetickych procesech
meéni navazany COz na organické latky. Chemoautotrofni mikroorganismy k tomuto procesu
vyuzivaji chemickou energii. Cinnosti téchto producent(l vznika Serstva rostlinna biomasa,
ktera vstupuje do pudy predevsim opadem a zbytky nadzemnich casti rostlin (Smith a kol.,

2015). Tento proces je pravidelnym zdrojem organickych latek pro vznik SOM.

Hlavnim zdrojem mrtvé organické hmoty je rostlinna biomasa (Simek a kol., 2019).
Cerstva biomasa miaze do pady vstupovat rznymi zptsoby. Nadzemni opad se rozklada
prevazné na povrchu pudy. RozloZené latky z opadu nejsou s pidou v pfimém kontaktu. Timto
zpaisobem vznikaji horizonty na povrchu pidy bohaté na SOM (Santrackova a kol., 2018).
Transport SOM do podpovrchovych mineralnich horizont tak probihda pomoci vymyvani
rozpustnych latek a pfenosem nerozpustnych latek pomoci padnich organismi. Dal§im
zpusobem vstupu biomasy do pudy je pfimy kontakt (Smith a kol., 2015). Biomasa ve formé
rostlinného opadu a odumfelych kofenovych ¢asti rostlin se preméni na SOM. Ta dale vstupuje

ptimo do pudy.

Zuhelnatéla rostlinnd biomasa (biouhel) je dalSim pravidelnym zdrojem SOM.

Zuhelnatélé rostlinné zbytky jsou ve formé uhli a sazi (Simek a kol., 2019). Primarnim



zdrojem jsou zuhelnat€lé latky vzniklé pii lokalnich pozarech. Sekundarnim zdrojem je prenos
zuhelnatélych latek atmosférou z jiné lokality. Biouhel je spojen s vysokym mnozstvim
organického C (Hlavacikova a kol., 2019). V soucasném udrzitelném zemédélstvi je proto
biouhel vyuzivan jako aditivum pro zvySeni obsahu SOM. Biouhel zvySuje kvalitu zemédélské
pudy pozitivnim vlivem na zasobu stabilniho C, vazani a dostupnost zivin a schopnost

zadrzeni vody.

Malou c¢ast mrtvé organické hmoty zaujimaji téla odumfelych Zivocichu a
mikroorganisma. Padni autotrofni i heterotrofni organismy jsou zdrojem organickych latek
béhem Zivota i po odumfeni (Simek a kol., 2019). B&hem Zivota organismy vyluéuji organickeé
latky napt. ve formé extracelularnich enzymi mikroorganismu a rostlin, kofenovych exsudatt
a vykall Zivocichd. Po odumfieni se z pudnich organismu stava nekromasa. Vsechny tyto latky

jsou nasledné rozkladany.

2.4 Rozlozitelnost organickych latek

Organické latky se 1i§i nachylnosti k rozkladu (dekompozici). Déli se na relativné dostupné
(labilni), hife dostupné (rekalcitrantni) a témeéf nerozlozitelné (inertni) organické latky
(Bossuyt a kol., 2005). Rostlinna biomasa obsahuje naptiklad monosacharidy, aminokyseliny
a organické kyseliny pfevazné v kofenovych castech rostlin, ale tyto slouceniny se vyskytuji
také v nadzemnich &astech (Simek a kol., 2019). Tyto latky jsou labilni a napiiklad kyseliny
jsou dulezité pro zvétravani hornin a dostupnost mineralnich zivin pro rostliny a
mikroorganismy. Labilni ¢asti biomasy jsou rychle rozlozeny mikroorganismy a pidnimi
zivoCichy jako snadno dostupny zdroj C a energie. Snadno dostupné organické latky jsou také
pfitomny ve tkanich vSech rostlinnych organti. Jsou to predev§im monosacharidy vznikajici
fotosyntézou. Monosacharidy jsou zakladem pro tvorbu rostlinnych struktur, které se skladaji
z rekalcitrantnéjSich latek (napf. celulozy, hemicelulozy a ligninu). Hife dostupné organické
latky delsi dobu odolavaji rozkladnym procestm.

v

Cerstva rostlinna biomasa je snadno dostupny zdroj labilniho C, tudiz se 1épe a rychleji
rozklada (Bossuyt a kol., 2004). Latky jako polysacharidy jsou rychlym a dostupnym zdrojem
energie pro mikroorganismy a dochazi k rychlému rozkladu rostlinnych zbytki. Mnozstvi
zkonzumované rostlinné biomasy ovliviiuje pfitomnost C, ktery je potfebny pro rust télni

hmoty pidnich zivocichii (Bonkowski a kol., 1998).

Biouhel je svym zpracovanim stabilni a odolny rozkladu (Simek a kol., 2019). Vyroba

biouhlu spociva v procesu pyrolyzy z rostlinnych zbytku, coz je rozklad rostlinné biomasy pfi



vysokych teplotach za nepfistupu vzduchu (Sohi a kol., 2010; Hlavacikova a kol., 2019).
Obsahuje velké mnozstvi aromaticky véazaného organického C, ktery je stabilni, tézko
rozlozitelny a hife dostupny pro mikroorganismy a zivo€ichy. Tudiz byva zabudovan v pudé

jako dlouhodoby zdroj C (Sohi a kol., 2010; Scistowska a kol., 2015).

2.4.1 Rozklad organickych latek a respirace pudy

Po vstupu SOM do ptdy dochazi k jejimu postupnému rozkladu. Cast SOM muize byt
zpracovana pudnimi zivocichy (Bossuyt a kol., 2005). Rozklad probiha uvnitf zivocicha, ale
SOM je rozkladana i mimo téla zZivocCichd, protoze zivoCichové vylucuji travici enzymy.
Nasledné fragmentovana SOM ziska stabilitu a je ulozena do pudnich agregath.
Fragmentovana SOM je dale dostupna pro mikroorganismy. Postupnym rozkladem
mikroorganismi dochazi k respiraci, pfi které je uvolnéno urcité mnozstvi CO2 zpét do

atmosféry (Schlesinger a Andrews, 2000).

Ke zjisténi rychlosti rozkladu organickych latek se vyuziva méfeni koncentrace CO2
uvolnéného do vzduchu pfi respiraci pudy. Respirace pudy je proces produkce CO:> pii
postupném rozkladu u organickych latek pomoci mikroorganismii a zivocichi v puadé
(Schlesinger a Andrews, 2000). Vysledkem procesu je ziskani energie a uvoliiovani CO». Az
polovina celkové respirace pudy je tvofena autotrofnim metabolismem rostlin pifi rustu
kofenovych casti (Bond-Lamberty a kol., 2004). VétSina mnozstvi z druhé poloviny
uvolnéného COz pochazi z heterotrofni respirace mikrobialnich spolecenstev, které vyuzivaji
Cerstvou organickou biomasu jako snadny zdroj energie. Pouze mala ¢ast CO2 pochazi z
rozkladu starSich, rekalcitrantnich zdroji C. M¢éfeni respirace je proto potencialnim

indikatorem pro kontrolu metabolismu v ekosystému (Ryan a Law, 2005).

Respirace pudy zavisi na substratu a fyzikalnich podminkach prostiedi. Autotrofni
respirace je velmi ovlivnéna pudni vlhkosti, teplotou, dostupnosti zivin a zdrojem O> (Bond-
Lamberty a kol., 2004). Heterotrofni respirace mikroorganismu zavisi na mnozstvi a kvalité
substratu, teploté a vlhkosti (Bradford, 2013; Moyano a kol., 2013). Aktivita mikroorganismu
je limitovana zdrojem snadno dostupnych zivin z Cerstvé rostlinné biomasy, jako jsou rostlinné
zbytky nebo opad. Mala aktivita mikroorganismi pfi rozkladu starSiho, hiife dostupného C v

substratu je zpusobena tézce rozlozitelnou chemickou strukturou C (Ryan a Law, 2005).

2.5 Vztah mineralni a organické slozky
V pudé se na mineralni Castice mohou navazat organické latky. Mineralni frakce pudy muaze

obsahovat jednotlivé molekuly nebo mikroskopické fragmenty organického materialu



(Lavallee a kol., 2020). SOM je navazana pomoci pfimé silné vazby i na malé mineralni
Castice, které diky svému velkému povrchu umoziuji sorpéni interakce s Casticemi SOM
(Vidal akol., 2021). Tato schopnost je také podpofena piitomnosti a aktivitou mikroorganismt
(Mikutta a kol., 2019). SOM navazana na mineralni slozku je velmi odolna viici rozkladu diky
pfimé vazbé& na povrch mineralnich ¢astic (Lavallee a kol., 2020). Vazby SOM na mineralni
Castice jsou nezbytnym mechanismem pro vytvareni stabilnich organomineralnich komplext
neboli agregatl, které nasledné uréuji strukturu pady (Santraékova a kol., 2018; Vidal a kol.,

2021).

Agregaty vznikaji spojovanim rizné velkych mineralnich ¢astic (koloidnich ¢astic jilu)
s organickymi cCasticemi (napf. bakteriemi, hyfami hub, kofeny rostlin a cCerstvymi
organickymi zbytky) (Santrii¢kova a kol., 2018). Pro tvorbu stabilnich agregatd je nutna
pfitomnost tzv. cementacnich latek (napf. sesquioxidu zeleza, hliniku a uhlicitant) (Kaiser a
Berhe, 2014). V pudach s malym zastoupenim cementacnich latek se pevné Castice nespoji a
nevznikaji stabilni agregaty. Pro vznik vétSich shluki agregat je také dulezita pfitomnost
rostlinnych kofenti a pidnich organismu vylucujicich slizy, které mohou rizné velké agregaty

snadno slepit (Miko a kol., 2019).

Podle velikosti se rozliSuji mikroagregaty (<0,25 mm) a makroagregaty (>0,25 mm)
(Santrickova a kol., 2018). Agregaty vznikaji postupn& a odlisnym zptsobem slepovani.
Podle hierarchické teorie agregace se nejprve tvoii mikroagregaty, aby shlukovanim vznikly
makroagregaty (Bronick a Lal, 2005). Vazby uvniti mikroagregata jsou pevnéjsi nez vazby
mezi jednotlivymi mikroagregaty. Mikroagregaty jsou slozeny z organickych molekul
rostlinného, zivoc¢isného a mikrobialniho ptivodu a jejich metabolickych zbytka. Organické
molekuly jsou navazany na jily a mnohovazebné kationty. Tyto slozené Castice se spojuji s
dal§imi slozenymi Casticemi a formuji makroagregaty, které se ptipadn€ mohou utvaret kolem
castic SOM. Pti postupném rozkladu SOM makroagregaty ziskavaji stabilitu a obsahuji vétsi
mnozstvi stabilniho C. Makroagregaty ztraci stabilitu v zavislosti na snizujici se aktivité
mikroorganismu, coz vede k nedostatku slizii a exkrementu spojujicich makroagregaty. To

zpusobi ztratu stability makroagregatu a dojde k rozpadu na vice stabilni mikroagregaty.

Vlivy na tvorbu agregati maji kolisani pidni vlhkosti, stfidani teplot, aktivita
mikroorganisma a zivoc¢ichu a rozklad SOM. Na tvorbu agregatii maji pozitivni vliv rostliny,
mikroorganismy a také zizaly (Bronick a Lal, 2005). Svymi biochemickymi procesy zvyS$uji
stabilitu agregatl. Zizaly zptsobuji pfeuspofadani ptidnich &astic a uvoliiuji do pady travici

enzymy zpusobujici postupny rozklad SOM. Také ovliviiuji prutok vody a mikrobialni
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tvorbu stabilnich makroagregat (Bossuyt a kol., 2004). Dochazi také k ukladani vétsiho
mnozstvi C do makroagregatl a stabilnich frakci pudy (Angst a kol., 2019).

Diky aktivité mikroorganismu a ptudni fauny (hlavné zizal) je Cerstva biomasa, a hlavné
biouhel, rychleji rozlozena (Ferreira a kol., 2021). Vyznamnou schopnosti biouhlu je podpora
tvorby agregatti. Tato vlastnost je uréena hlavné povrchem ¢astic biouhlu (Sohi a kol., 2010).
Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla popsana jeho povrchova struktura. Na
povrchu biouhlu jsou razné velké pory (mikropory a makropory), které vyznamné zveétSuji
povrch biouhlu. Na velky povrch jsou snadno navazany jak ziviny, tak volny C, ktery se stava
stabiln€j§im, a tim je podpofena tvorba pidni struktury a vétSich padnich ¢astic (Smith a kol.,

2010).

2.6 Obsah C a pudni organické hmoty v pudé

Pudy jsou velkym zasobnikem C v organické i anorganické formé (Smith a kol., 2015).
Odhady celkového obsahu navazaného C v pudach se velmi lisi. Nicméné je jisté, ze vice C
se nachazi v puadach nez v biomase a atmosfére dohromady. ZvySovani obsahu C v padé by

tak mohlo vyznamné snizovat koncentraci CO2 v atmosféfe.

Obsah SOM v pudé zavisi nejvice na teplotd a srazkach (Simek a kol., 2019). Pfi
vyssich teplotach dochézi k rychlejsimu rozkladu organického materialu a ke snizovani obsahu
SOM. Naopak vyssi vlhkost v ptidé zpasobi vyssi obsah SOM. V zamokienych padach jsou
totiz pory zaplnéné vodou a dochazi ke Spatnému provzdusnéni plidy, tudiz maji vihké pady
vyssi podil SOM nez provzdusnéné pudy. SOM je dalezitym Cinitelem kvality pady, reguluje
pudni vlhkost a strukturu, rychlost pfisunu zivin a mikrobialni aktivitu (McLauchlan, 2006).

Mechanismy pfi formovani SOM vcetné jeji stabilizace zavisi na rozdilech mezi vstupy a

vystupy C.

Obsah SOM je zpravidla redukovan zemédélskou Cinnosti (Bossuyt a kol., 2004). Ke
snizovani SOM dochazi riznymi zpisoby nadmérného odebirani C a nedostate¢ného dodavani
C zpét do pudy. Jednim zplisobem je odstrafiovani biomasy z jednoletych plodin pii sklizni,
které neumoziuje dodavani biomasy a vraceni C do pudy (McLauchlan, 2006). Vyznamnym
ptisunem C do pudy jsou pfitom prave rostlinné zbytky. Druhym zptisobem je fyzikalni
rozru$ovani pudy orbou. Orba zpuisobuje rozpad pudnich agregatd, nasledné zvySeni rozkladu
SOM a uvolnéni vazanych zivin a C (Bronick a Lal, 2005). Kombinace orby a nizké hustoty

rostlin v zemédeélskych padach zvysuje pravdépodobnost pidni eroze zptisobenou vodou nebo



vétrem (McLauchlan, 2006). Erozi se ztraci mineralni slozka spole¢né s navazanou SOM.

Volny C se nasledné uvolni z pidniho systému do atmosféry nebo vodnich ekosystému.

Obsah SOM ovliviiuje také prevladajici vegetace a textura puady, ktera ma vyznam i
pro obsah N (McLauchlan, 2006). Kultivace pud také vyznamné ovliviiuje obsah SOM. U
nové obdélavanych pid dochazi k rychlému poklesu pocatecniho vysokého obsahu SOM.
Zachovani obsahu SOM a zivin pak byva zajisténo predevsim hnojenim. Pravidelné dodavani
organickych latek do pudy obvykle probiha ve formé organickych hnojiv (napf. chlévsky
hndj), kompostti a dalsich organickych zbytkd (Simek a kol., 2019). Dalsi variantou je tzv.
zelené hnojeni, kdy dochazi k védomému zaorani rostlin k tomu urcenych. Pozitivni vliv na
obsah SOM ma péstovani rostlin s velkym mnozstvim poskliziiovych zbytkt (napf. jetelovin

nebo luskovin).

2.7 Ukladani a fixace C

Ukladani a fixace C (tedy sekvestrace C) jsou duleZité pro zamezeni uvolnéni C do atmosféry.
Sekvestrace v pudé je dlouhodoby proces a Cast fixovaného C je tak oddélena od globalniho
cyklu C. Navazani C do pudy je mozné ruznymi formami SOM, které se 1isi dostupnosti pro
organismy a tedy rozkladem (Del Galdo a kol., 2003). Cerstva biomasa je fragmentovana za
pfitomnosti pudnich organismi na ¢asticovou organickou hmotu (angl. particulate organic
matter, POM). Je to labilni forma SOM se snadnou dostupnosti pro zivoCichy a
mikroorganismy a rychlym rozkladem. Postupnou agregaci do vétsich ptidnich ¢astic a vazbou
na mineralni Castice ziskava stabilitu (Lavallee a kol., 2020). Vzniklé malé poéry mezi
mineralnimi Casticemi zabranuji vstupu pudnim organismum a dostateCnému pfistupu
vzduchu, tudiz je rozklad zpomalen nebo zastaven. Dochézi k preméné na vice rekalcitrantni

SOM (Simek a kol., 2019).

POM obsahuje vétsi Castice SOM vyskytujici se ve frakcich volné POM (angl. free
particulate organic matter, fPOM) nebo obalené POM (angl. occluded particulate organic
matter, 0PPOM). Zbylé mensi mineralni castice nebo pfimo molekuly jsou v samotné mineralni
frakci (MIN) (Bronick a Lal, 2005; Gunina a kol., 2015). Jednotlivé frakce se od sebe lisi
hustotou spojenou s navazanim na mineralni ¢astice. fPOM se vyskytuje volné v piidé, zatimco
oPOM je navazana na mineralni Castice uvniti agregatii a pro jeji uvolnéni je nutné jejich
rozbiti. Ve frakci MIN je SOM pevné navazana pfimo na mineralni castice. Odlisnost frakci
je také ve stupni degradace C. Vice dostupny a snadno rozlozitelny C je v fPOM. Stabilné}si
a hiife rozlozitelny C je pak v oPOM (Lavallee a kol., 2020). Nejstabilnéjsi a témer nedostupny



C je pak vazan na mineralni Castice (MIN). oPOM se nachazi také v makroagregatech, ale
umoziuje vyssi stabilizaci C v mikroagregatech. Agregaty se pfirozené preménuji, a tak
dochazi k pravidelnému premisténi frakci mezi vnitfnimi a vnéjsimi Castmi agregati (Gunina

a kol., 2015).

2.8 Pudni organismy
Organismy v puadé (edafon) jsou rozdélovany podle velikosti, presnéji podle prifezu téla.
Jejich télni velikost souvisi s velikosti ptudnich port, ve kterych se vyskytuji. Podle toho se

také 1isi jejich funkce v plidnich procesech.

2.8.1 Pudni mikroorganismy

Mikroorganismy v pudé jsou bakterie (Bacteria), archea (Archaea), houby (Fungi), sinice
(Cyanobacteria) a fasy (Algae) (Miko a kol., 2019). Zivé mikroorganismy tvoii sice jen 5 % z
celkového pudniho C, ale jsou hlavnimi Ciniteli v rozkladnych procesech (Muller a kol., 2017).
Heterotrofni bakterie hraji velkou roli pfi rozkladu SOM. Vyznamné skupiny rozkladnych
bakterii jsou aktinobakterie, myxobakterie a acidobakterie, které rozkladaji 1 nejodolnéjsi
organickeé slouceniny. Zdrojem C jsou organické latky vyssich rostlin, hlavné rostlinné zbytky,
v jejichZ piitomnosti se v piidé vyskytuji rozkladné bakterie (Simek a kol., 2019). Bakterie a
saprotrofni houby vyuzivaji C ziskany rozkladem SOM pro svij rist. Maji schopnost rozkladat
snadno rozlozitelné rostlinné zbytky i hife rozlozitelné organické latky. Vlaknité houby z
kmeni Basidiomycota a Ascomycota rozkladaji rostlinné zbytky na povrchu pady a
transportuji je ve formé organickych latek do hlubS$ich vrstev, ¢imz piispivaji k ukladani SOM.

Do pudy se tak vraci C a mineralni ziviny.

2.8.2 Pudni mikrofauna

Mikrofauna (délka téla do 0,2 mm nebo pramér téla do 0,1 mm) zahrnuje ve vét§iné prvoky
(Protozoa) a hlistice (Nematoda) (Miko a kol., 2019). Malou ¢ast zastupuji 1 vifnici (Rotatoria)
avzacné zelvusky (Tardigrada). Jsou to pfevazné€ organismy vazané na vodni roztok v ptidnich
porech. Hlistice jsou soudasti riznych procesd vzniku a rozkladu SOM (Simek a kol., 2019).

Vitnici a zelvusky zpfistuptiuji ziviny rostlindm natrdvenim pozienych ¢astic SOM.

2.8.3 Pudni mezofauna

Mezofaunu (0,2 mm az 2 mm) zastupuji vétSinou pudni Clenovci. Pro piiklad jsou zde
zastoupeny roupice (Enchytraeidae), roztoCi (Acari) a chvostoskoci (Collembola)
(gantrﬁékové a kol., 2018; Miko a kol., 2019). Mezofauna se Cleni podle dominantniho

vyskytu v pudé. Jedna se o epigeickou (povrchové organismy), hemiedafickou (pfechod mezi
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povrchovymi a podpovrchovymi organismy) a hypogeickou (podpovrchové organismy,
euedafon) faunu. Jejich vyskyt urCuje hlavné mnozstvi SOM. V kyselych pudach mohou
roupice nahrazovat piitomnost Zizal, jelikoz maji podobnou funkci v ptdé (Simek a kol.,
2019). Konzumuji detrit, mikrofloru a mikrofaunu. Pfemistuji SOM z povrchovych vrstev do
hlubsich vrstev pudy. Diky travicim procesim SOM vazi na mineralni Castice a podporuji
tvorbu agregatd. Roztoti maji velky polet druhd vyskytujicich se v ptdé. Cmelikoveci
(Mesostigmata) jsou hlavnimi pudnimi predatory a reguluji pocetnost pudnich ¢lenovci,
mikrofauny a mezofauny. Ovliviuji rozkladné procesy a tvorbu padni struktury. Chvostoskoci
reguluji a také se ucastni pudnich rozkladnych procest. Konzumuji latky z mikrobialni

produkce v zemédélskych pudach.

2.84 Pudni makrofauna

Pod makrofaunu (Sitka té€la > 2 mm, délka téla > 2 cm, nékteré druhy presahuji i 10 cm a jsou
razeny k megafauné) se tadi plzi (Mollusca, Gastropoda), krouzkovci (Annelida), néktefi
korysi (Crustacea), pavoukovci (Arachnida), mnohonozi (Myriapoda) a pudni hmyz (Insecta)
(Miko a kol., 2019). Makrofauna se také déli podle vyskytu na epigeickou, hemiedafickou a
hypogeickou faunu (Santrickova a kol., 2018; Miko a kol., 2019). Padni plzi ovliviiuji
strukturu pudy a dodavaji ziviny v podobé€ trusu z jejich rostlinné potravy (Miko a kol., 2019).
Vylu€ovany sliz podporuje agregaci a je zdrojem energie pro mikrofloru. Pidni korysi jsou
zastoupeni stinkami (Oniscidea). Potravu tvofi odumfela organicka hmota, tim pomahaji
rozkladu i hife rozlozitelnym strukturam (napf. dievo). Vykaly podporuji tvorbu agregatt a
struktury pady (Simek a kol., 2019). Zastupci pavoukovcd jsou Stirci (Pseudoscorpionida),
pavouci (Aranea) a sekaci (Opilionida). Sekaci se zivi hlavné detritem, Castmi hub,
odumfelymi zivocisSnymi tkanémi 1 vykaly. Pfispivaji tak k rozkladu mrtvé organické hmoty.
Mnohonozky (Diplopoda) se zivi rostlinnym detritem, ale mohou pozirat i zivé rostlinné tkan¢.
Maji pozitivni vliv na rychlost rozkladu SOM. Produkci exkrementt ovliviiuji strukturu pady

a stabilizaci SOM.

2.8.5 Pudni megafauna
Megafaunou jsou obratlovci s vazbou na piidu (Miko a kol., 2019; Simek a kol., 2019). Své
zastoupeni zde maji obojzivelnici (Amphibia) (napf. Cervoti a zaby), plazi (Reptilia) (napf.

jestéri, dvojplazi a hadi) a savci (Mammalia) (napt. hmyzozravci, chudozubi a hlodavct).
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2.9 Ziialy a jejich vliv na pudni organickou hmotu

Nejvyznamngjsi ptidni organismy z makrofauny jsou zastupci krouzkoved, a to Zizaly. Zizaly
se diive fadily mezi malostétinatce (tfida Oligochaeta), nové fylogenetické systémy je vSak
fadi do monofyletické tfidy opaskovci (Clitellata) (Domingues a kol., 2018). Valcovity tvar
téla a zatazitelné §tétiny na kazdém télnim ¢lanku umoziuji zizalam snadny pohyb v pidnich
prostorach (Simek a kol., 2019). Pohybem asto zvétsuji padni pory. Piiznivé prostiedi pro
pfitomnost Zizal je tvofeno dostatkem kvalitnich zdroji potravy, vhodnou vlhkosti, teplotou,
pudnimi reakcemi a strukturou. Hlavni potravou zizal je pfedev§im odumfela organicka hmota

rostlinného, vzacné i zivocisného pivodu a mikroorganismy v puade.

Zizaly lze délit podle slozeni potravy a ekologie. Slozenim potravy se li§i detritivorni
a geofagni skupiny (Simek a kol., 2019). Detritivorni skupina Zizal konzumuje rostlinné
zbytky na povrchu a v nejsvrchngjsich vrstvach piady. Geofagni skupina je schopna pozfit
velky objem pudy a nasledné travit obsazenou SOM a mikrofloru. Geofagni druhy se shlukuji
vojtésku a jetel, nékteré druhy trav, naopak tézko stravitelné jsou jehlice jehlicnant s vysokym
obsahem hure rozlozitelnych latek. Ekologické rozdéleni zizal do funkénich skupin souvisi
také s vyznamem zizal (Eijsackers, 2011). Epigeické druhy se vyskytuji ve vrstvé opadu, v
nahromadénych zbytcich rostlin a pod kirou padlych kment. Poziraji i vSechen okolni
rostlinny material. Endogeické druhy se nachazeji ve svrchnich Gizivnych vrstvach ptdy. Svym
rozlozené organické zbytky a mikroorganismy. Anektické druhy se zivi rostlinnymi zbytky na
povrchu pudy, ale tvori také hlubokeé vertikalni chodby, kterymi transportuji rostlinny material
do hlubsich vrstev pudy.

Zizaly maji vyznam pii tvorb& ptd, kolob&hu Zivin, tvorbé padni struktury i regulaci
rozkladu SOM a svou pritomnosti dokazi pretvofit prostiedi, které obyvaji (Tiunov a Scheu,
2000; Fahey a kol., 2013; Simek a kol., 2019). Tuto schopnost uréuji hlavng exkrementy, které
obsahuji peclivé promichané mineralni Castice s Castené rozlozenymi organickymi zbytky a
mikroorganismy (Fahey a kol., 2013). Zizaly jsou také vyznamni &initelé pii transportu
organickych Castic mezi vrstvami pidy. Na povrchu pid odstrafiuji konzumovanim rostlinné
zbytky a dalsi organické materialy. Travenim ve stfevé se organicky material zabuduje do
pudnich agregatti (Bossuyt a kol., 2005). Spolu se zkonzumovanymi zbytky Cerstvé rostlinné

biomasy mohou byt transportovany 1 Castice biouhlu. Malé zuhelnatélé castice jsou
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premistovany spolu s mineralnimi ¢asticemi ve forme tmavych zrnek vykala zizal (Ferreira a

kol., 2021).

Diky velké pocCetnosti zizal a jejich vysoké produkci exkrementl zabiraji vyznamnou
gast povrchové pady (Simek a kol., 2019). Povrchové pidy obecné obsahuji vys§i podil
jilovych ¢astic a mensi podil pisku nez spodni padni horizonty, coz v dusledku vykazuje vyssi
stabilitu nez u ostatnich pidnich agregatid (Bossuyt a kol., 2004; Fahey a kol., 2013). Padni
Castice ziskaji stabilitu pfi stfevnich procesech a vysokou aktivitou mikroorganisma v
cerstvych exkrementech (Angst a kol., 2019). Sliz, sekre¢ni enzymy ze stfev a stfevni mikrobi
v travicich traktech zizal jsou zapojeni v mnoha biochemickych procesech, které ovliviiuji

dostupnost Zivin a celkovou urodnost pudy.

3 Cile prace a hypotézy

Cilem prace je porovnat vliv zizal na rozklad Cerstvé kukuficné biomasy a zuhelnatélé
kukufi¢né biomasy (biouhlu). Dale bude objasnén vliv zizal na stabilizaci a vazbu labilniho C
z Cerstvé biomasy a rekalcitrantniho C ze zuhelnatélé biomasy na povrch mineralni ¢astic a do

pudnich agregatu.
Pomoci informaci z literarni reSerSe byly stanoveny nasledujici hypotézy:

1. Rozklad bude vyssi u Cerstvé biomasy nez u biouhlu.

2. Zizaly svoji Ginnosti snizi rozklad biomasy diky stabilizaci v ptidnich agregatech.

3. V nepritomnosti zizal bude vétSina Cerstvé biomasy volné v pud€, naopak biouhel bude
navazan na mineralni castice diky svému velkému specifickému povrchu, ktery bude
s mineralnimi ¢asticemi interagovat.

4. Oba typy biomasy budou v pritomnosti zizal stabilizovany v ptdnich agregatech.
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4 Metody a manipulacni pokus

4.1 Odbér a priprava pudy a zizal

Zemédélska puda byla odebrana 17. 6. 2020 z konvencné obhospodarovaného pole s kukufici
pobliz Krasejovky u Ceskych Budgovic. Pida byla odebrana lopatkou do hloubky 10 cm ve
20 opakovanich na plose 20 x 20 m v celkovém mnozstvi 3 kg. Pida byla v laboratofi proseta
pies 2 mm sito kviili homogenizaci a odstranéni kamenti a kotentl. Zizaly druhu Aporrectodea
caliginosa (Obr. 1) byly odebrany téhoz dne v listnatém lese pobliz Plavu u Ceskych
Budg¢jovic v celkovém poctu 100 kust. Puda i zizaly byly uchovany v lednici (4 °C) do doby

zalozeni pokusu.

Obrazek 1: Odbér zizal Aporrectodea caliginosa

4.2 Zalozeni manipulaéniho pokusu

Biomasa kukufice byla odebrana na podzim 2019 pobliz Krasejovky u Ceskych Budgjovic,
ususena na vzduchu a zhomogenizovana pies 2 mm sito (Obr. 2). VEtsi Casti byly namlety ve
tfeci misce. Biouhel z kukufi¢né biomasy byl zakoupen u komeréniho dodavatele (Biouhel.cz)
a zhomogenizovan pies 2 mm sito. Do 250 ml sklenic (mikrokosmi) bylo navazeno 80 g pudy,
ktera byla stladena na objemovou hmotnost 1 g.cm™. Do osmi mikrokosmii byly navazeny 3
g biomasy kukufice, do dalSich osmi mikrokosma 3 g biouhlu z kukutice (Obr. 3) a do dalSich
osmi mikrokosmu 1,5 g biomasy kukufice a 1,5 g biouhlu z kukufice. Osm mikrokosmu
zustalo bez pridavku a Ctyfi mikrokosmy zistaly prazdné jako BLANK (prazdné sklenice pro

odecteni koncentrace CO> ve vzduchu uzavieného do sklenic pii zakladani inkubace). Do
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poloviny mikrokosmu s padou byly vlozeny dvé piiblizné stejné velké zizaly (Obr. 4). Celkem

bylo zalozeno 36 mikrokosmu [4 pfidavky substratu (biomasa vs. biouhel vs. biomasa +

biouhel vs. bez pfidavku) x 2 ptidavky zizal (s zizalami vs. bez zizal) x 4 opakovani + 4

BLANKy] (Obr. 5).

Obrazek 3 Zuhelnatélé icukufiéné biomasa
- biouhel

N :
Obrazek 2: Homogenizace kukuficné
biomasy pres sito

Obrazek 4: Stejné velké zizaly pfipravené k
aplikaci do mikrokosmu
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Obrazek 5: VSechny mikrokosmy piipravené k zalozeni pokusu

Ptipravené mikrokosmy byly ptfiklopeny plnymi vicky a umistény do klimaboxu, kde byly po
celou dobu pokusu inkubovany pii 15 °C. V prabéhu pokusu byla pravidelné dopliiovana
odpatfena voda. V mikrokosmech byla také pravidelné kontrolovana pfitomnost zizal a v

ptipadé umrti byly zizaly doplnény.

4.3 Meéreni respirace pudy

Ve stanovenych dnech pro méteni respirace (den 14, den 28, den 63, den 96, den 124 a den
152) byly vzdy mikrokosmy vyjmuty z klimaboxu a doslo k vymeéné plného vicka za
neprody$né uzaviené vicko s gumovym septem pro odbér vzorku vzduchu. Poté byly
mikrokosmy vraceny do klimaboxu k inkubaci na 5 hodin pii 15 °C. Po skonceni inkubace
byly mikrokosmy vyjmuty z klimaboxu. Z kazdého mikrokosmu byl odebran vzorek vzduchu
pomoci 10 ml injekéni stiikacky (Obr. 6) do ptipravenych evakuovanych vialek (Obr. 7).
Odbér vzorka trval obvykle 30 minut. Pak bylo mikrokosmtim zpét vraceno plné vicko (Obr.

8) a byly vraceny do klimaboxu.
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Obrazek 6: Injekeni stiikacka o objemu 10 ml
pro odbér vzorku vzduchu

Obrazek 7: Evakuovana vialka pro uchovani Obrazek 8: Mikrokosmy prfiklopené plnym
plynnych vzorki vickem po odbéru vzorkd vzduchu

Mefeni respirace pudy probéhlo pomoci plynového chromatografu (Hewlett Packard
5890) (Obr. 9), ktery stanovuje koncentraci CO2 porovnanim se standardem CO> o urcité

znamé koncentraci.

Py R
4

Obrazek 9: Plynovy chromatograf s integratorem
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Vysledky z méfeni na plynovém chromatografu, tedy koncentrace CO: v jednotkach

ppm, se zobrazily i s danymi piky jednotlivych méfeni na integratoru (Obr. 10) a byly

zaznamenany do tabulek pro vypocet respirace.

Obrazek 10: Integrator s vysledky a piky po méteni
Vzorec pro vypocet respirace

respirace (ug CO2 C.h') = [(koncentrace CO> vzorku (ppm) — primér koncentrace CO2

BLANKG (ppm)) * objem mikrokosmu (1) * konverze] / doba inkubace (h)
Objem mikrokosmu (1): 0,165

Konverze: 0,535 — pfevod objemu CO> (pl) na hmotnost CO2 (png)

Doba inkubace (h): 5

4.4 Frakcionace pudy

Po 153 dnech by pokus ukoncen a pida z jednotlivych mikrokosmi byla sklizena, ususena na
vzduchu a pouzita na analyzu frakcionace ptidniho C. Pro analyzu bylo do sklenéné kyvety
(400 ml) navazeno 20 g pudy a ptidano 100 ml roztoku sodium polytungstate (SPT) o hustoté

1,6 g.cm™. Vzorek byl diikladné promichan sklenénou ty¢inkou, hladina SPT byla oznacena
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ryskou a kyveta piikryta hlinikovou folii (Obr. 11). Vzorek se nechal odstat pfes noc pii

laboratorni teploté. Frakcionace byla provedena se tfemi opakovanimi pro kazdy substrat.

3

Obrazek 11: Sklenéné kyvety s pfipravenymi vzorky

Pred vloZenim vzorka do centrifugy byly vzdy vzorky vyvazeny doplnénim roztoku
SPT. Dale byly vzorky centrifugovany (Obr. 12) pii 3000 g po dobu 30 minut. Po vyjmuti z
centrifugy (DIGTOR 21, Orto Alresa) byla pomoci pipety odebrana prvni oddélena frakce
fPOM, ktera plavala na hladiné a tedy méla hustotu < 1,6 g.cm™. Vzorek fPOM byl hned
prefiltrovan, aby bylo pouzité SPT doplnéno zpét do vzorku pudy k dalsimu uvolnéni zbylé
fPOM v centrifuze. Usazeny vzorek byl rovnomérné promichan sklenénou ty€inkou, vyvazen
a vlozen do centrifugy. Tento postup byl opakovan obvykle tfikrat, dokud se jiz neoddélovaly
dalsi casti frakce fPOM.

Ziskana frakce fPOM byla po odebrani promyvéana Cistou destilovanou vodou pfes fritu
s filtrem (0,45 um) a vyvévou (Obr. 13) dokud se hodnota konduktivity (elektrické mérné
vodivosti) odebrané destilované vody nedostala pod 5 uS, kdy uz byla frakce vyci§téna od
navazaného SPT. M¢éfeni konduktivity bylo provedeno pomoci konduktometru (107L,
GRYF). Cista fPOM byla kvantitativné prevedena destilovanou vodou do predem zvazené

sklenéné kadinky a suSena pii 40 °C v suSarné.
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Obrazek 12: Centrifuga s nastavenymi parametry

Obrazek 13: Filtrace a ¢isténi frakce
fPOM

Nasledné byly vzorky piady doplnény Cistym SPT po rysku a usazeny vzorek byl opét

promichan. K oddéleni frakce oPOM bylo tfeba rozbit agregaty sonifikaci pomoci
ultrazvukového homogenizatoru (Sonopuls, Bandelin) pii 440 J.ml"! po dobu 18 minut (Obr.
14). Kyveta byla vlozena do plastové nadoby s ledem kvuli chlazeni a sonda byla ponofena
do vzorku cca 3 cm pod hladinu (Obr. 15). Po sonifikaci byly kyvety centrifugovany pii 3000
g po dobu 60 minut, kdy doslo k oddé&leni uvolnéné oPOM (opét < 1,6 g.cm™), ktera byla hned
prefiltrovana (Obr. 16) a nasledné ¢isténa ve frité€ s filtrem (0,45 pm) a vyvévou. Prefiltrované
SPT bylo doplnéno do vzorku pidy k dalsimu uvolnéni zbylé oPOM v centrifuze. Usazeny
vzorek byl rovnomérné promichan sklenénou tyCinkou, vyvazen a vlozen do centrifugy. Tento

postup byl opakovan obvykle trikrat, dokud se jiz neoddélovaly dal$i ¢asti frakce oPOM.
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Obrazek 14: Ultrazvukovy homogenizator
s prisluSnym nastavenim

Obrazek 16: Odebrana frakce Obrazek 15: Vzorek s ponofenou sondou
oPOM pripravena k filtraci

Frakce oPOM byla také filtrovanim s €istou destilovanou vodou ¢i§téna od navazaného
SPT na hodnotu konduktivity méné nez 5 uS. Cista frakce oPOM byla kvantitativng pievedena

destilovanou vodou do pfedem zvazené sklenéné kadinky a suSena pii 40 °C v susarn¢.

Zbyla mineralni frakce (MIN) (> 1,6 g.cm™) ze vzorku pldy byla doplnéna po rysku
jen destilovanou vodou a jeji ¢isténi od zbylého SPT bylo provedeno pouze v centrifuze.
Oddélena destilovana voda byla odebrana pipetou jiz bez filtrace. Tento postup byl opakovan,
dokud se hodnota konduktivity odebrané destilované vody nedostala pod 50 pS. Cista
mineralni frakce byla kvantitativné prevedena z kyvety do sklenéné kadinky a susena pii 40

°C v suSarne.

Jednotlivé vysusené frakce (fPOM, oPOM 1 MIN) byly zvazeny pro vyslednou hmotnost
frakce. Frakce fPOM, oPOM a MIN byly prevedeny do sklenénych uzaviratelnych 5 ml vialek.
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Nasledné byly vSechny frakce (cely vzorek pro fPOM a oPOM kvuli malému mnoZstvi, pouze
urcita ¢ast vzorku pro MIN kvuli dostatecnému mnozstvi) namlety a zhomogenizovany na

kulovém mlynu (MM 400, RETSCH) pro nasledné méfeni na analyzatoru celkového C (TC).

4.5 Meéreni na TC analyzatoru a stanoveni C v jednotlivych frakcich

Vzorky frakci byly navazeny na analytickych vahach (Scaltec, SPB31) s pfesnosti na 4
desetinna mista do Cistych a vypalenych keramickych lodi¢ek (Obr. 17), se kterymi se
manipulovalo pouze pomoci pinzety. Pfed kazdym méfenim bylo nutné navazit a zméfit
standard Peaty pro ovéfeni stalosti kalibrace TC analyzatoru (TOC-Lcpa/icpny @ SSM-5000A
solid sample module, Shimadzu) (Obr. 18). Pokud byla zméfena hodnota standardu ve

spravném rozmezi hodnot (= 5 %), mohlo se pfistoupit k méfeni vzorka.

Obrazek 18: Analyzator celkového C (TC)
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Vysledna hodnota daného vzorku udavala mnozstvi celkového C ve vzorku dané
frakce. Hodnoty z TC analyzatoru byly vypocty pfevedeny na mnozstvi C (mg) pro danou

frakci prepoCtené na 1 g suché pudy.
Vzorce pro vypocet celkového C (TC) dané frakce na 1 g pidy (mg.g™)

vysledna hodnota z TC(m
TC (mg.g™ 1) = y (mg)

navazka frakce (g)
TC frakce ve vzorku (mg) = TC(mg.g~?') * vaha frakce ve vzorku (g)
TC frakce na 1 g pidy (mg.g™') = TC frakce ve vzorku (mg) / vaha vzorku (20 g)

4.6 Statistické zpracovani dat respirace a frakcionace

Ke statistickému zpracovani dat respirace byla pouzita metoda two-way repeated measures
ANOVA. Ke statistickému zpracovani dat frakcionace byla pouzita metoda two-way
ANOVA. U obou analyz byly kategorialnimi proménnymi pridavek substratu a ptidavek zizal.

Pro stanoveni rozdild mezi jednotlivymi treatmenty byl pouzit post hoc test Fisher LSD.

Data byla transformovana pomoci pfirozeného logaritmu, aby splilovala podminky
homogenity varianci. Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu Statistica

13 (StatSoft Inc., USA).

S Vysledky
5.1 Respirace

Respirace béhem celé doby inkubace byla ovlivnéna ptidavkem substratu (F3,13 = 132,98; P <
0,001) (Obr. 19). Nejvyssi respirace byla namétena v treatmentu s pfidavkem biomasy, ktery
mél 1,8krat vyssi primérné hodnoty respirace nez treatment bez pridavku. Pridavek biouhlu
respiraci nezvySoval, ale v treatmentu s kombinaci biomasy a biouhlu se respirace zvysila

1,4krat oproti treatmentu bez piidavku.

Respirace behem celé doby inkubace byla také ovlivnéna pritomnosti zizal (Fi,13 =
88,06; P <0,001). U treatmentt s pfidavkem zizal byla naméfena 1,3krat vyssi respirace nez
u treatmentd bez Zizal. Respirace byla také ovlivnéna interakci substratu a zizal (F3,13 = 5,21;
P <0,05). Nejvyssi rozdil narGistu respirace mezi treatmenty s pridavkem zizal a bez piidavku
byl u ptidavku biouhlu, a to 1,6krat. Blizké hodnoty respirace, ale vyssi jen 1,5krat, byly

nameteny u treatmentu bez ptidavku. Nejmensi vliv pfitomnosti zizal na respiraci byl zji§tén
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u treatmentu s biomasou a treatmentu s kombinaci biomasy a biouhlu. U obou treatmentd

doslo ke zvySeni respirace jen 1,1krat.

Respirace pudy po celou dobu inkubace klesala (Fsg¢s = 152,57; P < 0,001). Prudce
klesla respirace mezi prvnim méfeni (den 14) a tfetim méteni (den 64), kdy se respirace snizila
1,5krat. Mezi nasledujicimi méfenimi klesala respirace pomalu. Praimérné hodnoty respirace
mély vSechny treatmenty srovnatelné ve tretim, Ctvrtém a patém méfeni (den 64, 96 a 124).
Primeérma hodnota respirace vSech treatmentl pfi prvnim méfeni byla dvakrat vyssi nez pfi

poslednim méteni.

Rychlost klesani respirace byla ovlivnéna pfitomnosti zizal (Fses = 10,175; P <0,001).
V prubéhu inkubace klesala respirace rychleji u treatmenti bez piidavku zizal. Mimo
prudkého poklesu v prvnich méfenich mély treatmenty bez zizal dalsi vyrazny pokles respirace
v poslednim méfeni. Mezi dnem 124 a dnem 152 respirace klesla 1,5krat. Treatmenty s
zizalami mély 1,2krat vyssi hodnoty respirace a hodnoty klesaly pomaleji nez treatmentech

bez pridavku zizal.

—e—Dbez pridavku —e—biouhel
250 —e—biomasa biouhel + biomasa
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Obrazek 19: Priabéh hodnot respirace béhem manipulac¢niho pokusu (prameér £ SEM, n = 4).
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5.2 Frakcionace

Ve frakci fPOM ovlivnil obsah C piidavek substratu (F3,16 = 234,56; P < 0,001) (Obr. 20).
Pridavek biomasy neovlivnil obsah C v porovnani s treatmentem bez ptidavku. Naopak obsah
C byl navySen 14,5krat ptfidavkem kombinace biomasy a biouhlu a 19,8krat pridavkem
biouhlu. Ptidavek zizal (F1,16 = 2,6; P > 0,05) ani interakce pfidavku substratu a zizal (F3 16 =

1,2; P > 0,05) nemé&ly na obsah C zadny vliv.

®bez ptidavku m bez piidavku + zizaly
B biomasa ®biomasa + zizaly
= biouhel ® biouhel + zizaly
7 ® biouhel + biomasa A ® biouhel + biomasa + zizaly
A
6
~~
in
o0 5
=)
g
o 4
=
2
5 3
o
=2
7]
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fPOM

Obrazek 20: Hodnoty obsahu celkového C ve volné Casticové organické hmoté (fPOM)
(pramér + SEM, n = 3). Rluzna pismena oznacuji signifikantni rozdily mezi hodnotami.
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Ve frakci oPOM byl také zjistén vliv substratu na obsah C (F3,16 = 57,20; P < 0,001)
(Obr. 21). Oproti treatmentu bez pridavku doslo k navySeni obsahu C 2,7krat u ptidavku
biomasy, 3,9krat u pfidavku biouhlu a 4,2krat u kombinace biomasy a biouhlu. Vliv ptidavku
zizal opét nebyl signifikantni (Fi,16 = 2,6; P > 0,05). Na obsah C vS§ak mé¢la vliv interakce
ptidavku substratu a pfidavku zizal (F316 = 16,2; P < 0,001). Signifikantn€ rozdilné hodnoty
vSak byly nalezeny jen u treatmentu s pfidavkem biomasy, kdy mél treatment bez zizal 2, 9krat

vyS$si hodnoty obsahu C nez treatment s zizalami.

® bez ptidavku W bez piidavku + zizaly
® biomasa ®biomasa + zizaly
® biouhel ® biouhel + zizaly
3,0 ® biouhel + biomasa ®biouhel + biomasa + zizaly
A A
B B
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Obrazek 21: Hodnoty obsahu celkového C v obalené Casticové organické hmoté (oPOM)
(pramér + SEM, n = 3). Rluzna pismena oznacuji signifikantni rozdily mezi hodnotami.
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Ve frakci MIN byl opét prokazan vliv substratu na obsah C (F3,16 = 33,34; P < 0,001)
(Obr. 22). Nejnizsi obsah C mély treatmenty bez pridavku a s pfidavkem biouhlu, 1,05krat
vy$si obsah C mél pak pridavek biomasy a 1,3krat vyssi pridavek kombinace biomasy a
biouhlu. Vliv piidavku zizal opét nebyl signifikantni (Fi16 = 0; P > 0,05). Opét vsak byl
prokazan vliv interakce pridavku substratu a pfidavku zizal na obsah C (F3,16=6,79; P <0,01).
Vyrazny rozdil v obsahu C se projevil u treatmentu s pfidavkem biomasy a pfidavkem biouhlu,
kdy byl obsah C 1,1krat vyss§i u pfidavku biomasy a 0,9krat nizsi u ptidavku biouhlu v

pfitomnosti zizal nez bez nich.

W bez piidavku W bez piidavku + zizaly
® biomasa mbiomasa + zizaly
16 | mbiouhel m biouhel + zizaly
14 ® biouhel + biomasa mbiouhel + biomasa + zizaly A

e w—y
S N

Obsah C v piudé (mg.g-1)
o0

MIN

Obrazek 22: Hodnoty obsahu celkového C v mineralni frakci (MIN) (primér + SEM, n = 3).
Riizna pismena oznacuji signifikantni rozdily mezi hodnotami.
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6 Diskuse

Pti rozkladu organického substratu pidnimi organismy dochazi k produkci COg, a tedy k
respiraci. Méfeni respirace tak umoziuje stanovit rychlost rozkladu piidaného substratu, a to
porovnanim s respiraci bez pifidaného substratu. Pridavek kukuficné biomasy mél podle
predpokladu nejvyssi rychlost respirace na zacatku inkubace, tudiz doslo k nejrychlejsimu
rozkladu v porovnani s ostatnimi piidavky. Labilni C v biomase je rozkladan nejdiive a
nejefektivnéji a po kratké dobé se snadno dostupny zdroj C vycCerpa (Bonanomi a kol., 2018).
Podobné klesla 1 rychlost respirace pifi druhém meéfeni respirace (den 28). Pridavek
kukufi¢ného biouhlu se naopak na hodnotach respirace témer neprojevil. Respirace v prvnich
meétenich (den 14 a 28) byla zvySena jen mirn€, protoze biouhel obsahuje jen malé mnozstvi
labilniho C (Smith a kol., 2010). Vétsinu tvoii aromatické slou€eniny, které maji tendenci se
shlukovat a tvorit komplexni molekuly, které jsou odolné vuci rozkladu. Dalsi schopnosti
biouhlu je vazat na svij povrch Ziviny. Na povrchu jsou mikropory a také makropory, které
zvySuji povrch biouhlu. Tim na sebe biouhel doké4ze navézat velké mnozstvi zivin, které se
stavaji nedostupnymi pro pudni organismy, které je potfebuji pro sviij metabolismus, a tedy
respiraci. Ve studii Bamminger a kol. (2014) byl studovan vliv zizal na rozklad biouhlu pfi
inkubaci v délce 37 dni. V kratké inkubacni dobé byla zjiS§t€na pouze mirné€ zvySena
mineralizace C z biouhlu a zizaly nedokéazaly asimilovat biochar ve vét§im mnozstvi. Tento

vysledek opét potvrzuje tvrzeni, ze biouhel je rekalcitrantni.

Zizaly svou piitomnosti zvysily respiraci mikrokosmd, takZe u viech treatmentd s
ptidavkem zizal bez rozdilu v substratu byly nameéfeny vy$§i hodnoty respirace nez u
treatment bez zizal. Ve studii Lubbers a kol. (2013) bylo také prokazano signifikantni zvySeni
COz v treatmentech s zizalami, a to pi1 inkubaci v délce 750 dni. V této studii byly pouzity 2
druhy zizal (epigeicky a endogeicky) a oba druhy zvysily respiraci mezokosmu téméf o 25 %.
V treatmentech s piidavkem kukufi¢né biomasy a zizal vSak sice byla naméfena vyssi
respirace nez u treatmentd jen s kukufi¢nou biomasou, ale respirace neodpovidala souctu
respirace pudy, zizal a substratu. To znamena, Ze aktivita zizal pravdépodobné snizila rozklad
kukufi¢né biomasy. To ale nelze fici s jistotou, protoze v ramci celkové respirace nelze rozlisit
relativni prispévek respirace zizal, pidy a samotné kukufi¢né biomasy. Pro toto stanoveni by
bylo nutné pouzit znaCeni stabilnimi izotopy, pomoci kterych by bylo mozné stanovit relativni
piispévky jednotlivych &asti systému. Zizaly viak pravdépodobné usnadiiuji stabilizaci C,
diky ¢emuz nedochazi k uvolnéni dostupného C ve formé CO> do atmosféry. Pritomnost zizal

celkoveé zpusobila pomalejsi pokles respirace, zfejmé proto ze doslo ke zpomaleni rozkladu C
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v treatmentech se zizalami. Vys$i rychlost respirace s rychlej§im poklesem byla naopak

zaznamenana u treatmentu bez zizal, kde se dostupny C rychle vycerpal.

Zizaly svoji aktivitou zpomalily rozklad biomasy, nebylo to viak zptisobeno stabilizaci
biomasy v pudnich agregatech, protoze obsah C po piidavku biomasy nebyl ve frakci oPOM
navysSen. K navySeni obsahu C po pfidavku biomasy vsak do§lo v pfitomnosti zizal v MIN
frakci, coz naznacuje, ze zizaly svoji aktivitou zprostfedkovéavaji navazani C z kukufi¢né
biomasy pifimo na mineralni ¢astice. Podobné vysledky ukézala prace Angst a kol. (2019), kde
byla provedena inkubace v délce 32 tydnl. Pivodni labilni C z rostlinnych zbytkt byl pomoci
zizal stabilizovan v mikrobialni nekromase navazané na mineralni ¢astice a v agregatech, a to
bez navySeni mineralizace C. oPOM v mikroagregatech se nasledné pomoci zizal navazala

pfimo na mineralni Castice.

Cerstva biomasa bez piitomnosti Zizal nezistala voln& v padé (frakce fPOM). U
treatmentu s biomasou bez zizal doslo jen k malému zvySeni celkového C ve fPOM nez u
treatmentu s biomasou a zizalami a rozdil nebyl signifikantni. Biomasa bez pfitomnosti zizal
samovolné¢ agregovala a C byl obsazen v oPOM. Ve svém vyzkumu vSak dosel Bossuyt a kol.
(2004) k jinym vysledkim. Po 20denni inkubaci byl vysoky obsah labilniho C rostlinného
puvodu v treatmentu bez pritomnosti zizal navazan na mineralni Castice. Bez zizal se po 20
dnech nevytvoftily velké makroagregaty, ale jen mikroagregaty. Nejvyssi obsah celkového C
v pifitomnosti zizal byl naopak navazdn v makroagregatech. V porovnani s kratkodobou
inkubaci v predeslé praci, frakcionace ptidniho C v této praci probéhla az po 152 dnech, tudiz
kratkodobé premény v pribéhu inkubace nebyly zachyceny a vysledky ukazaly az pozdéjsi
fazi pfemén biomasy vlivem Zizal a ulozeni C. Zizaly tedy z dlouhodobého hlediska
zabudovavaji Cerstvou biomasu do MIN frakce, coz bylo také potvrzeno ve vyzkumu Angst a
kol. (2019). Studie Yavitt a kol. (2015) se zabyvala zabudovanim listnatého opadu a
korenovych casti do agregatti v lesnich pudach pomoci zizal (Lumbricus rubellus a Lumbricus
terrestris). Po 3 letech inkubace studie prokazala pozitivni vliv Zizal na tvorbu agregatu.
Listnaty opad byl zcela rozlozen, zatimco huife rozlozitelné kofenové casti nebyly zcela
rozlozeny. Labilni C byl pomoci zizal stabilizovan ve frakci oPOM v makroagregatech.
Protoze Cerstva biomasa byla pfidavana v pravidelném ro¢nim intervalu, zizaly mely dostatek

labilniho C, ktery byl béhem kratsi doby ulozen do agregata.

Treatment s pfidavkem biouhlu mél v fPOM vyssi obsah C nez ptidavek biomasy i
kombinace biomasy a biouhlu, coz podporuje tvrzeni, Ze je biouhel rekalcitrantni a v pade

zustane nerozlozen delsi dobu nez biomasa. Bez pfitomnosti zizal pak biouhel zvysil obsah C
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prevazné ve frakci oPOM, coz znamena, ze podobné jako Castice biomasy, i ¢astice biouhlu
samovolné podporuji tvorbu agregata. Vliv zizal tento efekt jesté umociuje. Z kratkodobého
hlediska (37denni inkubace) ale nebyl agregacni efekt prokazan (Bamminger a kol., 2014).
Rekalcitrantni biouhel tak zfejmé piisobi na agregaci az po delsi dob€, coz bylo prokazano v
této praci, kdy biouhel na konci inkubace podporoval tvorbu agregatii. Biouhel naopak
nepodpofil vazbu C do frakce MIN, a to ani v pfitomnosti zizal. Pro vazbu C do frakce MIN

je tedy zfeymé zasadni dostupnost substratu.

7 Zavér
Pridavky Cerstvé biomasy 1 zuhelnatélé biomasy (biouhlu) kukufice jsou prospésné pro prisun
C do pudy. Pii ukladani C do pudy pfitom maji zasadni vliv Zizaly, a to predev§im proto, ze
zpomaluji rozklad Cerstvé biomasy a usnadiiuji vazbu C z biomasy na mineralni Castice, a tedy
do stabilné&jSich frakci. Podobné zizaly usnadiuji vazbu zuhelnatélé biomasy do ptadnich
agregatu. Bez zizal by se C z biomasy, pfipadné i z biouhlu, rychleji uvolnil ve formé CO> do
atmosféry. Zizaly tedy prokazateln& zabrafiuji uvolnéni CO, do atmosféry a sniZzuji tim jeho

koncentraci, ¢imz se stavaji dulezitym Cinitelem pfi boji s globalnim oteplovanim.
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