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1 Uvod

Pudni organicka hmota (POH) je nepostradatelnou slozkou pudy, bez které by ptiida nemohla
poskytovat své dilezité ekosystémové sluzby pro zivot na Zemi. POH predstavuje vyznamny
zdroj energie a stavebnich latek pro pudni organismy, vaze Ziviny v mobilnich formach,
omezuje jejich ztraty vyplavovanim a umoziuje jejich pfijem rostlinami, pfispiva k retenci
vody v krajiné, zlepSuje strukturu pudy a jeji aeraci (Bjorklund & Mello, 2012; Cotrufo &
Lavallee, 2022). Navic zmény v zasobach POH, predstavujici nejvétsi terestricky zasobnik
uhliku, maji vliv na globalni cyklus C a koncentrace CO> v atmosféte (Jobbagy & Jackson,
2000). A vzhledem ke globalnim zménam klimatu a potiebé udrzeni ¢i zlepSovani stavu a
urodnosti pud je tieba vénovat zvySenou pozornost preménam POH a jeji stabilizaci v pudé
(Lal, 2004). Pro lepsi porozuméni procesim tvorby a rozkladu ptidni organické hmoty se POH
rozdeluje na jednotlivé frakce, jakymi jsou rozpusténa organickd hmota (DOM, dissolved
organic matter), partikulovana organicka hmota (POM, particulate organic matter) a organicka
hmota vazana na jemné mineralni Castice (MAOM ¢i MOM, mineral assosiated organic

matter) (Lavallee et al., 2020).

Hlavnim zdrojem organické hmoty v pudé je rostlinny material vstupujici do pady
predev§im v pevné forme jako nadzemni ¢i podzemni opad, ktery je zdrojem POM, nebo se
jako vétSina latek vyluCovanych kofeny a vyluh z listového opadu stava soucasti DOM.
Stabilita POM se odviji od chemické rekalcitrance strukturnich latek, které ji tvofi, pfipadné
muze byt zvySena uzavienim do agregatt, ¢cimz vznika tzv. oPOM (occluded organic matter),
nicméné za nejstabilngjsi frakci POH je povazovana MAOM, ktera muze byt chranéna pred
rozkladem navic taktéz uzavienim v agregatech. MAOM se vytvafi postupnymi
mikrobialnimi pfeménami OH a jeji vazbou na mineralni Castice, pfipadné muze vznikat
pfimou vazbou DOM rostlinného pavodu na povrchy mineralti (Angst et al., 2021; Cotrufo &
Lavallee, 2022; Lavallee et al., 2020; Villarino et al., 2021). Ukazuje se, ze pro tvorbu
stabilnich frakci POH, a tedy lepsi stabilizaci C v pudé je podzemni vstup rostlinného
materialu vyznamnéjsi nez nadzemni (Jackson et al., 2017; Rasse et al., 2005). Dulezity
podzemni vstup vedle kofenového opadu tvoreného predevsim komplexnimi strukturnimi
latkami predstavuji rostlinné rhizodepozice, tedy zivymi kofeny vylucované latky do pudy,
jakymi jsou bunécné lyzaty a bunky kofenové Cepicky, epidermis a primarni kiry, polymerni
slizové sekrece (mucigel), nizkomolekularni ve vodé€ rozpustné exudaty, te€kavé organické

latky a uhlik z mykorhiznich symbiont (Jones et al., 2009). Tyto organické latky vstupujici
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do pudy prakticky béhem celé vegetacni sezony predstavuji okolo 10-40 % asimilovaného C
a vyznamnym zpusobem ovliviiuji procesy v pudé v okoli kofenu, tzv. rhizosféfe, ktera je
mistem slozitych interakci mezi rostlinou, pidnimi organismy a fyzikalné chemickymi
podminkami prostfedi (Canarini et al.,, 2019; Hartmann et al., 2009; Hiitsch et al., 2002;
Kuzyakov & Razavi, 2019). Rhizodepozice maji mnoho funkei, slouzi jako signalni molekuly,
latky s antimikrobidlnim ¢i alelopatickym tuc€inkem, ovliviiyji lokalni dostupnost zivin a
predstavuji zdroj energie a uhliku pro mikroorganismy, se kterymi si rostliny o dostupné
ziviny konkuruji (Kuzyakov & Razavi, 2019; Kuzyakov & Xu, 2013). Nizkomolekularni
snadno dostupné latky z rhizodepozic stimuluji aktivitu a rist mikrobialniho spolecenstva,
kterému poskytuji energii k tvorbé extracelularnich enzymi pro §tépeni POH a zpfistupnéni
dalsich uhlikatych latek a zivin pro dalsi rist a obracejici se mikrobialni biomasa slouzi jako
dalsi substrat pro zbylé mikroorganismy. Toto urychleni rozkladu pavodni POH zptusobené
vstupem organického substratu do pudy se oznaCuje terminem pozitivni priming efekt
(Canarini et al., 2019; Kuzyakov, 2010; Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015). Rhizodepozice
skrz priming efekt ¢i pfimym puasobenim nékterych latek vyluCovanych kofeny stimuluji
rozklad pavodni POH (Jilling et al., 2021; Li et al., 2021), na druhou stranu pfispivaji k tvorbé
stabilnich agregati a MAOM, tedy stabilizaci OH v pud¢, at’ uz piimo, tak i nepfimo pies
zvySeny obrat mikrobialni biomasy (Baumert et al., 2018; Jones et al., 2009; Villarino et al.,
2021).

Na podzemni procesy v pudé maji velky vliv zizaly oznaCované za ekosystémové
inzenyry. Skrz jejich pohyb pldou, potravni aktivitu a produkci exkrementl, tzv. casts
podstatnym zptisobem ovliviiuji piem&ny POH (Frouz, 2018; Simek, 2019; Six et al., 2004).
V minulosti byl zkouman predevsim jejich vyznam pii stabilizaci OH a pfeménach rostlinného
opadu v pude (Kellerova et al., 2024; Vidal et al., 2019; Zhang et al., 2013), nicmén¢ jejich
vliv na procesy v rhizosféfe a osud rhizodepozic je nedostate¢né prozkoumany a pro lepsi
porozuméni obratu POH v piirozenych ekosystémech je tato znalost nezbytna. Zizaly mohou
stimulovat produkci rhizodepozic a naslednou stabilizaci ¢i destabilizaci POH diky podpore
rastu rostlin (Scheu, 2003; Van Groenigen et al., 2014), mohou také ovliviiovat mikrobialni
spoleCenstvo v rhizosfére ptimo jeho konzumaci a travenim (Huang et al., 2015; Ostle et al.,
2007) nebo/a neptimo skrz zménu fyzikalnich a chemickych vlastnosti pudy jako je porozita,
stabilita agregatti (Bossuyt et al., 2005; Six et al., 2004), pH a dostupnost Zivin (Van Groenigen
et al., 2014). Vedle pozirani mikroorganismi vyuzivajicich rhizodepozice mohou Zzizaly
pfijimat uhlik z zivych kofentl i jeho pfimou konzumaci a nasledné ovliviiovat jeho osud
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v pude (Gilbert et al., 2014). Ve vysledku mize spole¢na aktivita zivych kofenu a Zzizal
podporit akumulaci stabilizovaného uhliku v ptidé, nebo naopak muze jejich spoleCnym

pusobenim dochazet k destabilizaci POH a zvySenym ztratam C z pudy jeji mineralizaci.

Cilem mé prace bylo zjistit, jak zizaly ovliviyji rast rostlin a podminky v rhizosfére,
vcetn€ dostupnosti zivin, cyklu uhliku a jeho stabilizaci. Proto jsem provedla osmitydenni
laboratorni pokus v rhizoboxech s pouzitim zizal druhu Aporrectodea caliginosa a kukufic
Zea mays jako Cs rostlin s izotopovym slozenim uhliku odlisnym od ptdni organické hmoty,
coz mi umoznilo sledovat osud rhizodepozic v pudé. Jelikoz jsem potiebovala sledovat také
vliv rostlin a zizal na pidni prostiedi oddélené, vedle rostlinnych rhizoboxu s zizalami byla
cast thizoboxt pouze s kukuficemi a ¢ast pouze s zizalami, zbytek rhizoboxt obsahoval jen
pudu a slouzil jako kontrola. Na konci pokusu jsem zméfila rostlinou biomasu a jeji obsah
zivin, obsah C, N, P v pudé (vCetné vodného vyluhu) a mikrobialni biomase, mikrobialni
respiraci a potencialni aktivitu hydrolytickych a oxidativnich enzym, dale stabilitu agregatu
a pomoci hustotni frakcionace jsem zjistila mnozstvi partikulované organické hmoty (POM)
a organické hmoty vazané na jemné mineralni ¢astice (MAOM), u kterych jsem jakozto
dulezitych zasobnikli C v piidé stanovila obsah a izotopové slozeni C pro zjisténi jejich obratu.
Izotopové slozeni jsem také zjistila u vyrespirovaného CO», abych mohla rozlisit mnozstvi
vydychaného C pochazejiciho z pivodni POH od C z rhizodepozic, a tedy stanovila velikost

priming efektu pro zjiSténi uhlikové bilance rostlinnych variant.



2 Literarni reSerse
2.1 Piida
2.1.1 Puda a jeji slozeni

Pida je slozitym pfirodnim utvarem propojujicim atmosféru, litosféru, hydrosféru a biosféru,
ktery se utvari béhem dlouhodobého a komplexniho procesu pedogeneze. Nejprve dochazi ke
zvétravani matecné horniny a v zavislosti na pidotvornych faktorech (geologické podlozi,
klima, vegetacni kryt, edafon, ¢lovek) a padotvornych podminkach (Cas a reliéf) se postupné

vyviji pada (Miko, 2019; Santrackova et al., 2018).

Zhruba 50 % objemu pudy je tvoreno pevnou slozkou a druha polovina ptidnimi pory,
které jsou zaplnény pidnim vzduchem a z Casti pudni vodou (pfesnéji pudnim roztokem),
jejichz slozeni a dostupnost ovliviiuji rychlost padnich procest. Pevna faze se sklada
v priméru z 94 % z mineralnich Castic ruzné velikosti, tvaru a chemického slozeni a
zbylych 6 % pevné faze tvori organicka slozka. Dle zastoupeni jednotlivych velikostnich
kategorii mineralnich Castic se urCuje textura pudy, od které se odviji porovitost pudy, jeji
provzdu$néni a schopnost poutat Ziviny a vodu (Miko, 2019; Santrckova et al., 2018).
Mineralni frakce vétsi nez 2 mm se oznacuje jako skelet a jemna frakce pudy s velikosti zrn
pod 2 mm se déli podle Taxonomického klasifika¢niho systému piid CR na pisek (2-0,05 mm),
prach (0,05-0,002 mm) a jil (<0,002 mm) (Simek, 2019). Organicky podil je slozen prevazné
(cca 84 %) z nezivé slozky tvorené mrtvou organickou hmotou a ze slozky zivé, ktera zahrnuje
zivé koreny (cca 9 %) a pudni edafon (cca 7 %) (Miko, 2019). VSechny tyto slozky ptdni

organické hmoty jsou nutné pro spravnou funkci a dobrou kvalitu pad.

2.1.2 Ekologické funkce a ekosystémové sluzby poskytované pudou

Predevsim diky pfitomnosti organické slozky puda poskytuje nepostradatelné ekologické
funkce a ekosystémové sluzby pro zivot na sousi. Vyznamnym zpiisobem ovliviiuje primarni
produkci, jelikoz z ni rostliny, dominantni primarni producenti suchozemskych ekosystému,
pomoci kofent Cerpaji ziviny a vodu. Reguluje vodni rezim krajiny, je schopna vodu zadrzovat
a ovliviiovat jeji kvalitu. Pida predstavuje nejvétsi rezervoar uhliku v suchozemském
ekosystému obsahujici vétsi mnozstvi uhliku nez atmosféra a rostlinna biomasa dohromady
(Jackson et al., 2017; Sokol, Sanderman, et al., 2019). Je v ni uloZzeno okolo 1550 Gt
organického a 950 Gt anorganického uhliku (Lal, 2004), nicméné odhady rtiznych autort se

dosti 1isi a jsou uvadény s velkymi odchylkami (Scharlemann et al., 2014). Napfiklad dle
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Jobbagy & Jackson (2000) je v pudnich organickych latkach vazano ve svrchnich 3 m pudy
dohromady 2344 Gt C, z toho nejvice, 1500 Gt C, do hloubky 1 m. Timto rezervoarem,
tvorenym pudni organickou hmotou, roéné prochazi asi 60 Gt C, které vstupuji prevazné ve
formé rostlinnych zbytk a latek vyluCovanych koteny (rhizodepozice) a pudu opousti
predevsim ve formé€ CO> (Pausch & Kuzyakov, 2018). Puda tak vyznamnym zptsobem
ovliviiyje globalni cyklus uhliku a spoluptisobi na globalni klima. V ptidni organické hmot¢
se spolu s uhlikem ukladaji a pfi procesech dekompozice a mineralizace recykluji ziviny. Pida
je proto klicovym mistem i pro cykly dalsich dilezitych biogennich prvkd, jako je dusik, fosfor
a sira. Také funguje jako zdroj biodiverzity, nebot” vytvaii zivotni prostiedi pro mnoho druhti
organismu, jejichz pfitomnost a aktivita je potfebna pro spravnou funkci pady. V neposledni
fadé slouzi k uchovani historie (paleontologickych a archeologickych nalezll) a jako zdroj

stavebnich materiala (Miko, 2019; Weil & Brady, 2017; Wiesmeier et al., 2019).

2.2 Pudni organicka hmota (POH)
2.2.1 POH a jeji role v pudé

Pudni organicka hmota globalné pouta asi 1500-3000 Gt C (Scharlemann et al., 2014). POH
je smesi riznorodych organickych latek rostlinného, zivocisného a mikrobialniho piivodu,
které podléhaji postupnému rozkladu a pfeménam (Lehmann & Kleber, 2015). POH jako
vyznamny zasobnik uhliku a zivin ovliviiuje biomasu, aktivitu a slozeni spoleCenstva ptidnich
organismu, pro které je zdrojem energie a stavebnich latek. Jakozto soucast ptidnich koloidu
(Castic menSich nez 1 um s velkym specifickym povrchem, nesoucich polarni i nepolarni
funkc¢ni skupiny) zvysSuje schopnost plidy zadrzovat Ziviny a zabranuje jejich ztratam z pady
vyplavovanim, ovliviiuje pufracni kapacitu pud a prispiva k retenci vody v krajiné. POH je
také nezbytna pro tvorbu a stabilizaci pudnich agregatl, a zlepsuje tak strukturu pudy a jeji
aeraci. S mnozstvim organické hmoty v pud€ mimo jiné také souvisi barva pudy, coz ma dale
vliv na jeji teplotu a rychlost padnich procest (Bjérklund & Mello, 2012; Santriickova et al.,
2018).

2.2.2 Pfremény POH

Mnozstvi POH v daném systému zavisi na pomeéru mezi vstupy organické hmoty do pudy
(primarné rostlinnymi) a jejimi vystupy. Ke ztratam organického C z pidy dochazi predevsim
ve formée CO; pii mineralizaci POH béhem katabolickych reakci v télech ptidnich organismi,

hlavné mikroorganismu, piipadné ve formé CH4 pfi anaerobnim procesu a v mensi mife
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vyplavovanim v podobé rozpusténych organickych latek (Bjorklund & Mello, 2012; Cotrufo
& Lavallee, 2022).

Organicky material vstupujici do pudy v pevné forme je béhem procesu dekompozice
mechanicky fragmentovan ¢innosti pidni makro- a mesofauny a postupné chemicky rozkladan
na jednodussi latky pomoci extracelularnich enzyma produkovanych pidnimi
mikroorganismy (Miko, 2019). Po fragmentaci maze byt Cast organického materialu jako
tzv. partikulovana organicka hmota (particulate organic matter, POM) v padé prechodné
stabilizovana uzavienim v agregatech. S postupnym dal§im zmenSovanim organickych
fragmentt a jejich oxidaci se stavaji tyto latky snadnéji rozpustné ve vodé a mohou byt
spole¢né s dal§imi latkami rozpusSténymi v pidnim roztoku (tzv. dissolved organic matter,
DOM) stabilizovany pied dal§im rozkladem navazdnim na mineralni Castice, nebo jsou
asimilovany mikroorganismy (Cotrufo & Lavallee, 2022; Lehmann & Kleber, 2015).
Mikroorganismy vyuzivaji nizkomolekularni latky jako zdroj C (nebo N) pro tvorbu biomasy
a dalsich metabolitd a zisk energie, pfi cemz Cast C uvoliiuji ve formeé COz. Kdyz mikrobialni
bunky zemfou, vznika mikrobialni nekromasa, jejiz kvantita a kvalita zavisi na zptusobu
mikrobialni smrti. Ta muze byt zapficinéna odumiranim star§ich bunék (u hub),
programovanou bunécnou smrti ve stresovych a limitujicich podminkach, predaci pudni
(mikro)faunou piipadné predatorskymi druhy bakterii, napadenim viry, kompetici ¢i
antropogennimi vlivy (napf. zneCistovanim pudy) (Camenzind et al., 2023). Béhem obratu
mikrobialni biomasy a postupného odumirani mikrobidlnich bun¢k je vzdy c¢ast uhliku
mineralizovana na CO,, Cast zistava v pude€ jako neziva organicka hmota, ktera muze byt
stabilizovana a Cast zastava v Zivé biomase a koluje dal v potravnim fetézci, pficemz i nové
vznikla biomasa je postupné a opakované preménovana stejnou cestou (Miltner et al., 2012).
VétSina zivin z bunék se recykluje v ramci biomasy zivych pudnich organismu, aby doslo
k pokryti jejich potieb z pohledu udrzovani homeostatického poméru C/N/P. Jen pokud je
v okolni pudé nadbytek Zivin, ¢i pfi predaci vyssi trofickou trovni (pudni faunou) s niz§imi
naroky pfedev§im na N, dochazi kuvolnéni zivin v jejich mineralni formé€ do pudy
(Camenzind et al., 2023). Béhem tvorby mikrobidlni nekromasy dochazi postupné k ubytku
snadno rozlozitelnych latek a vétSinou v ni piibyva komplexnich fragmentti bunécnych stén.
Takto pfeménéna organicka hmota zistava v pudé€ a vytvaii velkou ¢ast mrtvé POH, nékdy
oznacované jako humus. Zbylou ¢ast nezivé organické hmoty (humusu) pfedstavuje casteCné

fragmentovany ¢i nijak netransformovany rostlinny material (Miltner et al., 2012).



Rychlost dekompozice a mineralizace zavisi predev§im na klimatickych podminkach
(na teploté a dostupnosti vody) a kvalité rostlinnych vstupt a dal§ich substratti vyuzivanych
mikroorganismy. S klesajici teplotou, nedostatkem vody v pudé nebo naopak v prevlhcené
pudé, a také se zhorSujici se kvalitou organickych substratd (Zivinami chudé organické
materialy s vysokym podilem ligninu a dalSich tézko rozlozitelnych latek) dochazi ke
zpomalovani obou zminénych procesu, coz vede k hromadéni nepfeménéné nebo jen castecné
rozlozené organické hmoty v pudé. Naopak pii vysSich teplotach, optimalni ptdni vlhkosti a
pfitomnosti rostlinného materidlu pfizniveéjsiho slozeni pro rozklad (zivinami bohaty
organicky material s vysokym podilem dostupnych, energeticky bohatych latek) probiha
dekompozice a mineralizace rychleji. Proto maji napfiklad pudy tropickych lest i pies velkou
Cistou primarni produkci, tedy velké vstupy rostlinnych zbytka po ptidy, obsah POH nizsi nez
borealni lesy, tundry ¢i mokfady a raSelini§té, ve kterych je dekompozice a mineralizace
omezena nepiiznivymi podminkami pro mikrobialni aktivitu (Paul, 2016; Wiesmeier et al.,

2019).

2.3 Stabilizace pudni organické hmoty v pudé

Vedle obsahu (zasob) POH je dulezita také jeji stabilita, ktera zajistuje delsi zadrzeni C
v pude. Nestabilizovana frakce POH, tzv. volna POH (anglicky free POM, fPOM), je
nachylngjsi ke ztratam zpGdy urychlenou mineralizaci napfiklad vlivem globalniho
oteplovani ¢i vlivem nékterych zptasobu hospodareni, ku prikladu pii zvySeni teploty pudy
(napf. odkrytim povrchu pudy) nebo pfi zvySeni jeji aerace (napf. orbou, odvodnénim)
(Wiesmeier et al., 2019). Je mozné zminit také zvysSené ztraty POH z pady vétrnou i vodni

erozi €1 pii pozarech (Cotrufo & Lavallee, 2022).

Ke stabilizaci organické hmoty v ptidé dochazi predevsim uzavienim malych pevnych
castic POH uvnitf pudnich agregath (fyzikalni stabilizace) a vazbou organickych latek na
jilové Castice (stabilizace fyzikalné-chemicka). Kapacita pudy stabilizovat POH témito dvéma
mechanismy je omezena. Pfimo zavisi na obsahu jemnych Castic a jejich mineralogickém
slozeni, a na klimatu urcujicim velikost a kvalitu organickych vstupti do pady (Jackson et al.,
2017). Tretim mechanismem zajistujicim delSi setrvani organickych latek v pudé je
biochemicka rekalcitrance, tedy odolnost vii¢i rozkladu dana samotnou strukturou a sloZzenim
organické latky. Biochemicka rekalcitrance mtze byt primarni, tedy kdyz ma jiz samotna latka

vstupujici do pudy komplexni strukturu, jako napfiklad lignin. Nebo muze byt sekundami,
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pokud dojde ke spontanni enzymaticky katalyzované ptipadné neenzymatické reakci
organickych zbytki (polykondenzace, vzajemné propojovani proteind atd.) za vzniku novych
komplexnich molekul (De Nobili et al., 2020). Nicméné biochemicka rekalcitrance je
povazovana spiSe za okrajovy mechanismus stabilizace POH, s men$im vyznamem

z dlouhodobého hlediska pfi probihajicich zménach klimatu (Angst et al., 2021).
2.3.1 Tvorba agregatu a jejich podil na stabilizaci POH

Pidni agregaty jsou smési predev§im jemnych, jilovych a prachovych mineralnich castic a
organické hmoty, s pory uvnitf. Jejich mnozstvi, tvar, velikost (mikro a makroagregaty
s velikostni hranici 250 pm), vzajemné usporadani a stabilita urCuji strukturu pidy, jednu ze
zakladnich pudnich charakteristik. Stabilita agregati vyjadfuje jejich schopnost odolavat
procesim smrstovani a bobtnani pudy, rozbiti pii vystaveni vnéjSim silam, jako je pomalé Ci
prudkeé zvlhceni po desti, eroze a orba (Papadopoulos, 2011). Pady s dobrou strukturou, a tedy
dostatkem stabilnich makroagregati, maji v€tsi zastoupeni kapilarnich pérd a makroport,
které jsou prostorem pro vodu (pudni roztok), vzduch, kofeny a pidni organismy. Naopak
pudy se Spatnou strukturou, tedy s malym podilem makroagregati a prevahou malych pora,
nevytvari vhodné prostiedi pro zivot edafonu a rostlin, jsou nedostateéné provzdusnéné, lehce
se slévaji a utuzuji (Bossuyt et al., 2005). Agregaty tedy kromé stabilizace POH ovliviiuji také
aktivitu pudnich organismu, dostupnost kysliku, vody a zivin v pudé, ¢i nachylnost pudy k

erozi a ztratam zivin (Six et al., 2004).

K tvorbé stabilnich agregatt je tfeba vstup Cerstvé organické hmoty s dostate¢nym
mnozstvim dobfe rozlozitelnych latek a aktivita padnich organismia. Pomoci polysacharidi a
glykoproteint vylu¢ovanych kotfeny rostlin a aktivitou edafonu (pfedevsim mikroorganismi
,,slepovani“ mineralnich a organickych ¢astic a tvorbé mikroagregati (<250 um). K tvorbé
mikroagregatti mohou pfispivat také oxidy zeleza a hliniku (Fe a Al oxyhydroxidy), které na
svém povrchu vazi organické latky, spojuji se s jilovymi mineraly, nebo propojuji priméarni a
sekundarni jily (Six et al., 2004). Mikroagregaty jsou dale navzajem propojovany hyfami hub
a kofinky rostlin do makroagregati (>250 um). Makroagregaty jsou vysoce nachylné
k rozpadu vlivem zmén teploty a vlhkosti ¢i vlivem mechanickych zasaht v piidé a predstavuji
tak pomémé malo stabilni ochranu POH (vypocitana doba obratu makroagregatd vs.
mikroagregatt ¢ini 30 vs. 88 dni, respektive (De Gryze et al., 2006)). Postupnymi pfeménami
organické hmoty uvniti makroagregatti dochazi ke vzniku dalsich mikroagregatu, které se po

rozkladu propojovaciho organického materialu (kofinky, hyfy) uvolni a jsou k dispozici pro
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tvorbu dalSich makroagregati (Six et al., 2000). Makroagregaty jsou tedy vyznamné pro
tvorbu stabilngjSich mikroagregati a vétSina stabilnich mikroagregati vznika pravé uvnitt
makroagregati. Obecnym mechanismem docasné stabilizace POH uzavienim v agregatech je
tedy jeji ochrana pred dekompozici fyzickou izolaci od okolni pidy a zaroven omezenou
aktivitou mikroorganismu obyvajicich mensi pory uvniti agregata vlivem snizené koncentrace

kysliku (Wiesmeier et al., 2019).
2.3.2 Stabilizace POH vazbou na jilové mineraly

Zasadnim mechanismem stabilizace POH v pid¢ je vazba na mineralni Castice (jil, prach a
oxyhydroxidy), ¢imz dochazi k tvorbé vysoce stabilnich organomineralnich komplexa. Takto
vazana organickd hmota se v literatufe oznacuje jako tzv. MAOM nebo MOM (mineral
associated organic matter) (Angst et al., 2021; Sokol, Sanderman, et al., 2019). Cim je vazba
organické hmoty na mineraly silngjsi, napiiklad pfi vyméné ligandd, tim je, vzhledem
k enzymatické naro€nosti a nizké enzymatické ti€innosti, rozklad organickych latek v MAOM
pro mikroorganismy obtizn€jsi v porovnani s latkami vazanymi slabymi vazebnymi
interakcemi (van der Waalsovymi silami a vodikovymi mustky) (Gunina & Kuzyakov, 2022;
Jackson et al., 2017). Kapacita pudy tvoiit MAOM je omezena. Zavisi na textufe pudy, tedy
na dostupnosti mineralnich reaktivnich povrchd, ale také na jejich typu (mineralogii).
Napriklad vyznamné mnozstvi OH se véaze na vrstevnaté jilové mineraly typu 2:1
(napf. smektit a vermikulit) s velkym aktivnim vné&jSim 1 vnitinim povrchem (Jackson et al.,
2017; Wiesmeier et al., 2019). Obecné ma puda urcitou omezenou schopnost stabilizovat C,
ktera muze byt definovana asymptotickym vztahem mezi obsahem POH (s kumulativnim
chovanim stabilizovanych frakci C, tedy MAOM a POM uzaviené v agregatech) a vstupy C.
Pokud jsou vSechny reaktivni mineralni povrchy obsazeny vazbami s organickymi latkami a
ptida ma vybornou strukturu, oznacuje se jako saturovana C. Cim vice reaktivnich povrchi je
volnych, tim je pida mén¢€ nasycena C, tzn. ma vysoky saturacni deficit, a tim také roste jeji
schopnost stabilizovat C a naopak. Pro tvorbu MAOM je tedy zasadni pfitomnost dostupnych
reaktivnich povrchli mineralt a pii dosazeni saturace mize byt dalsi POH stabilizovana jiz jen
jako POM uzavienim v agregatech nebo setrvavat déle diky chemické rekalcitranci (Cotrufo

& Lavallee, 2022; Stewart et al., 2007).
2.3.3 Frakce POH dle mobility a stability — koncept tvorby stabilizované POH

Nejmobilnégjsi/nejlabilnéjsi slozku POH piedstavuje rozpusténd organicka hmota (DOM,

dissolved organic matter), ktera je velmi dynamicka a tvori jen malou ¢ast POH (1-2 %)



(Lavallee et al., 2020). DOM se vyznacuje velikosti do 0,45 um, rozpustnosti ve vodé a je
dulezita pro prenos zivin (predevsim N a P) a C a jeho naslednou stabilizaci v pudé (viz dale).
Mala ¢ast DOM se z pudy vyplavuje do vodnich ekosystému (Kaiser & Kalbitz, 2012; Qualls,
2000). Zdroji DOM mohou byt latky pochazejici z rostlinného opadu, exudat, mikrobialni
biomasy i pfeménéné pudni organické hmoty (humusu) (Kalbitz et al., 2000). Proto je DOM
velmi heterogenni frakci, a ackoli predstavuje dostupny substrat (zdroj zivin a C) pro
mikroorganismy, rychlost jejiho obratu se muize znacné lisit dle pavodu (od
nizkomolekularnich exudati a jednoduse rozlozitelného DOM z Cerstvého opadu po hife a

pomaleji rozlozitelny DOM ze starsi POH) (Mastny et al., 2018; von Liitzow et al., 2007).

Organické latky o vetsi molekulové velikosti nez DOM, rozpustné i nerozpustné ve
vodé, 1ze dale délit podle velikosti a hustoty. A to na lehkou frakci neboli partikulovanou
organickou hmotu (POM, particulate organic matter) s hustotou mensi nez 1,6 gcm™ a
velikosti vétsi nez 20-63 pum a tézkou frakcei, tvofenou na mineraly vazanou organickou hmotu
(MAOM, MOM) s hustotou vétsi nez 1,6-1,85 gcm™ a velikosti mensi nez 50-63 um
(Lavallee et al., 2020). POM je tvofena Cerstvymi nebo jen castecné rozlozenymi fragmenty
rostlinnych zbytk(i nadzemniho i podzemniho opadu. Z velké ¢asti je tvorena komplexnimi
latkami jako jsou polysacharidy, lignin, fenolické latky, vosky, které jsou obecné zivinami
chudé relativné k obsahu C. VétSina téchto latek je tézko rozlozitelnych — rekalcitrantnich,
presto se ale postupné rozkladaji (lignin se rozklada aktivitou oxidativnich enzymu a Gplné
mineralizace jsou schopny houby bilé hniloby) a jsou tak zdrojem latek, které mohou tvorit
stabiln€jsi MAOM. POM tak muze v pudé setrvat fadové i roky az desetileti, ale i vzhledem
k nachylnosti k rychlym ztratdm po disturbancich nebo zméné€ environmentalnich podminek
neni povazovana za stabilni frakci POH. Stabilita POM se zvySuje fyzickou ochranou po
uzavteni jejich fragmentl v agregatech (Grandy & Neff, 2008; Miltner et al., 2012; Paul,
2016). POM uzaviena v agregatech se v literatufe oznacuje jako oPOM ¢i iPOM (occluded
POM ¢i intra-aggregate POM) a ma mirné€ del$i dobu setrvani nez volna POM, nijak
nechranéna pied enzymatickym $tépenim (Cotrufo & Lavallee, 2022; Lavallee et al., 2020;
Six et al., 2004).

Proces tvorby jednotlivych frakci POH z rostlinnych vstupt do ptidy je znazornén na
obrazku (Obr. 1). Rozpustné latky mohou byt z rostlinného materidlu vymyty a stavaji se
soucasti DOM. Piimo do DOM vstupuje i vétSina latek vyluCovanych kofeny rostlin

(napt. exudaty, enzymy, sekundarni metabolity). Naprostd vétSina rostlinného materialu ale
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vstupuje do pudy vpevné formé€ a tvori POM, ktera je postupné fragmentovana a
premistovana pudni faunou a dale rozkladana Cinnosti extracelularnich enzymu. Vétsi a méné
rozlozené fragmenty (POM) zustavaji v pud€ jako fPOM a jsou dale rozkladany, ¢imz se
produkuje dalsi DOM, nebo mohou byt uzavieny v agregatech (o0POM), kde se jejich rozklad
zpomali (0 50 % 1 vice), nicméné i zde jsou postupné dale rozkladany. Latky pfitomné v DOM
se mohou vazat pfimo na povrch mineralll, ¢cimz vznika MAOM, nebo jsou asimilovany
mikroorganismy a postupné pieménény v dal$i mikrobialni produkty a nekromasu, ktera
nasledné prispiva k dalsi tvorbé MAOM navazanim na mineralni povrchy. MAOM tedy muze
byt mikrobialniho i rostlinného pivodu. Nekteré nizkomolekularni latky rostlinného ptvodu
(z opadu ¢i exudatll) se mohou vazat na mineralni povrchy rovnou, ptfipadné po depolymeraci
komplexnéjSich latek exoenzymy a tvorbé DOM, aniz by byly asimilovany mikroorganismy.
Jiné prochazi mikrobialni pfeménou a stavaji se soucasti MAOM po vylouceni z buiiky nebo
az po jeji smrti (Angst et al., 2021; Sokol, Sanderman, et al., 2019). Zejména diky ptispevku
mikrobialné pfeménénych latek v MAOM prevazuji latky s vy$sim podilem N nez v POM.
MAOM ma tedy celkové nizsi pomér C/N (blize k poméru v mikrobialni biomase vzhledem
k pfeménam této OH) a k jejimu rozkladu je tfeba nizsi aktivacni energie. MAOM je vSak
vzhledem k vazbé na mineraly malo dostupna mikroorganismiim a jejich exoenzymim a
zaroven muze byt chranéna pred rozkladem i uzavienim v agregatech. Na rozdil od POM
setrvava v pud¢ az staleti a jedna se tak o nejstabilnéjsi pool C v padeé (Cotrufo et al., 2021;

Jilling et al., 2021).

fragmentace
presun

MAOM

partikulovana organicka hmota
organicka hmota vazana na mineraly

Obr. 1: Tvorba DOM, POM a MAOM z nadzemnich a podzemnich rostlinnych vstupt. Podle

Cotrufo & Lavallee (2022)
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2.3.4 Separace frakci POH

Jednotlivé frakce POH lze vzhledem k jejich odliSnym fyzikalnim a chemickym vlastnostem
oddélit pomoci riznych separacnich metod. Patfi k nim fyzikalni zptsoby frakcionace, které
umoziuji rozdélit POH na frakce dle velikosti, hustoty a chovani v magnetickém poli, nebo
chemicka frakcionace rozdé€lujici POH na frakce dle rozpustnosti, hydrolyzovatelnosti,
nachylnosti k oxidaci a pomoci naruseni vazeb mezi OH a mineraly (von Liitzow et al., 2007).
Za chemickou frakcionaci lze povazovat naptiklad i stanoveni mnozstvi C v mikrobialni
biomase pomoci fumigacné-extrakéni metody nebo extrakci ve vodé rozpustné DOM. Pii
velikostni (fyzikalni) frakcionaci, které vétSinou predchazi rozbiti agregati (napf. pomoci
ultrazvuku), se nejcast€ji pomoci mokrého seti a sedimentace rozd€luje puda na frakce pisku,
prachu a jilu, které se li8i velikosti a schopnosti vazat OH (od minimalni vazby OH na piscité
Castice po hojné a silné vazby na castice jilu). V soucasnosti nejdoporu¢ovanéjsi a nejcastéji
pouzivanou metodou je metoda hustotni frakcionace oddélujici lehkou frakcei s hustotou <1,6-
2 g cm™, ktera neni pevné vazana na mineraly (odpovidajici POM), a na frakci tézkou, tedy
OH tvorici organomineralni komplexy (MAOM). Tyto frakce se vyznamné lisi délkou setrvani
v pude (viz vyse), coz je velmi podstatna charakteristika pfi vyzkumu sekvestrace stabilniho
C v pudach. K oddéleni lehké a tézké frakce se nejCast€ji pouziva polytungstat sodny (SPT,
sodium polytungstate), Nas(H2W12040), ktery neni toxicky a umoziuje ptipravit roztoky o
razné hustoté (Moni et al., 2012; von Liitzow et al., 2007). Tato metoda se pouziva v
kombinaci s velikostni frakcionaci a slouzi tak k rozdéleni pudy na frakce POM, MAOM a

pisek (se zanedbatelnou schopnosti vazat OH).

2.4 Rostlinné vstupy jako hlavni zdroj POH

Biomasa vysSich rostlin pfedstavuje hlavni zdroj organické hmoty v pudé€. Rostliny béhem
fotosyntézy vytvaii z asimilovaného CO: organické latky, znichz ¢ast uvolni zpét do
atmosféry ve formé CO: pfi vlastnim energetickém metabolismu a ¢ast pouziji pro tvorbu
biomasy (Gista primarni produkce, NPP) (Santrtickova et al., 2018). V rostlinné biomase je
vazano cca 400-600 Gt C, pfi¢emz ro¢ni hruba primarni produkce (mnozstvi asimilovaného C
fotosyntézou) je kolem 120 Gt C, z toho se zhruba polovina vraci zpét do atmosféry autotrofni
respiraci a cca 60 Gt C vstupuje rocné do pudy (Lehmann & Kleber, 2015). Velikost
rostlinnych vstupt do pudy se odviji od klimatu, ptidniho typu a zpisobu vyuzivani pudy.

Vstupy lze rozdélit na nadzemni (nadzemni opad) a podzemni (podzemni opad a
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rhizodepozice), pficemz rozlozeni mezi nadzemni a podzemni produkci zavisi na ekosystému.
Naptiklad obiloviny investuji do tvorby podzemni biomasy méné asimilovaného C nez traviny
(20-30 % vs. 30-50 %, respektive) (Paul, 2016). Z tohoto C transportovaného pod zem je asi
polovina zachovana v biomase kotent (cca 19 % fixovaného C), zhruba tietina se ztraci
rhizosférni respiraci, tedy respiraci kofeni a mikroorganismi v rhizosfére (cca 12 %
asimilovaného C) a mala ¢ast zustava v pudé jako POH (cca 5 % asimilovaného C) (Kuzyakov

& Domanski, 2000).

Alokace C mezi nadzemni a podzemni biomasu ovliviiuje naslednou tvorbu POH
(Jackson et al., 2017). Nadzemni opad se hromadi a rozklada pfevazné na povrchu pady a
vytvati zde opadovy horizont. Je reprezentovany z naprosté vétsSiny volnou fPOM, vystavenou
UV zafeni a kolisani teplot a vlhkosti, v pfimém dosahu pidniho edafonu a s minimalnim
kontaktem s mineralnimi povrchy castic. Do podpovrchovych pldnich horizontli se z ni
mohou vymyvat nizkomolekularni latky a ptdni zivo¢ichové mohou transportovat do pudy
fragmenty POM, bud’ volné nebo v exkrementech. Tyto latky pak mohou pfispivat k tvorbé
stabilizovanych frakci POH. V porovnani s tim, podzemni biomasa rostlin pfispiva k tvorbé
stabilnich frakci POH v primeéru 2x vice nez nadzemni, coz je dano jejim chemickym slozenim
(kofeny obsahuji vétsi podil ligninu a vylucuji vyznamné mnozstvi labilnich organickych
latek) a také pfimym kontaktem s ptidnimi mineraly, mikroorganismy a agregaty (Jackson et
al., 2017; Rasse et al., 2005). Pravé koteny a jejich aktivita tak vyznamné ovliviiyji tvorbu,

stabilizaci a obrat POH.

2.5 Rhizosféra a rhizosférni procesy

Koncept rhizosféry byl poprvé definovan Lorenzem Hiltnerem v roce 1904 (Hartmann et al.,
2008). Jedna se o zonu pudy v bezprostfednim okoli kofent rostlin, ktera je jimi piimo
ovliviiovana (Kuzyakov & Razavi, 2019; Simek, 2019). Rhizosféra je komplexni a dynamické
prostiedi, ve kterém na sebe vzajemneé plsobi rostlina, pidni organismy a fyzikalné chemické
podminky pudy (Hartmann et al., 2009). K t€émto interakcim muze dochazet v ramci (1)
endorhizosféry, kterou je oznaCovana oblast uvniti korent, (2) povrchu kofent, rhizoplanu, a
(3) ektorhizosféry, tedy pudy v blizkosti kofend (Weil & Brady, 2017). Kazda tato cast
rhizosféry je kolonizovana specifickymi mikroorganismy, které mohou v oblasti

endorhizosféry penetrovat az dovniti bunék kotfenového kortexu jako tzv. endofyty (Lavelle
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& Spain, 2001; Simek, 2019). Rhizosféra zasahuje do vzdalenosti zhruba 0.5-4 mm, tento
rozsah vS§ak neni ostfe vymezen a nékteré procesy tuto hranici presahuji (Kuzyakov & Razavi,
2019). Navic muaze byt tato zona rozsifena pomoci hyf mykorhiznich symbiontd rostlin, takze

se déje probihajici v rhizosféfe rozsiti az do oblasti tzv. mykorhizosféry (Canarini et al., 2019).

V porovnani s okolni puidou ma rhizosféra odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti
(Simek, 2019). Vlivem mikrobialni aktivity a respirace kofent dochazi smérem ke kofentim
k nartstu koncentrace CO2 a poklesu koncentrace O2 a tim k tvorbé gradientu v redoxnim
potencialu (Hartmann et al., 2009; Kuzyakov & Razavi, 2019). Rostlina také méni pH
v rhizosféfe v zavislosti na pH okolni pudy, aby si zachovala elektrochemicky potencial
v rhizoplanu a indukovala tak pfijem kationtd ¢i anionti (Kuzyakov & Razavi, 2019; Lavelle
& Spain, 2001). Absorpci kationtl z pidy (napi. NH4"), uvoliiovanim CO; respiraci a sekreci
organickych kyselin rostliny okoli kofenli okyseluji, naopak pfi piijmu aniontd (napt. NO3")
pfispivaji k nartstu pH v této oblasti (Kuzyakov & Razavi, 2019; Lavelle & Spain, 2001).
Kofeny vyznamné ovliviiuyji mnozstvi dostupnych zivin v rhizosféfe. Na jednu stranu
odcerpavaji vodu a v ni rozpusténé mineralni ziviny, na stranu druhou do svého okoli vylucuji
fadu organickych a anorganickych latek, oznadovanych jako rhizodepozice (Santriickova et
al., 2018; Weil & Brady, 2017). Jedna se o vyznamny zpusob, jak rostliny puisobi na své okolni

prostiedi véetnd organismd v ném se vyskytujicich (Santridek et al., 2018).

2.5.1 Rhizodepozice

Ke vstupu rhizodepozic do pudy dochazi nasledujicimi cestami: 1) ztratou bunék kofenové
Cepicky a epidermis, 2) exkreci polymernich latek slizového charakteru (polysacharidy,
proteiny, glykoproteiny), tzv. mucigelu, ktery chrani rostouci §picku kotfene 3) uvolfiovanim
korenovych exudatl, 4) vypousténim tékavych organickych latek, 5) uvolilovanim uhliku do
pudy skrz symbionty (napt. pres hyfy mykorhiznich hub) a 6) ztratou materialu z bunék
epidermis ¢i kofenového kortexu po jejich smrti a lyzi (Obr. 2) (Jones et al., 2009).

K uvolniovani rhizodepozic do pudy dochazi béhem celého vegetacniho obdobi a jejich
slozeni a mnozstvi se odviji od typu ekosystému, druhu a stafi rostliny, pficemz mnozstvi
produkovanych rhizodepozic (relativné k mnozstvi fotosynteticky fixovaného C) s rostoucim
vékem rostliny klesa, zatimco ve stresovych podminkach vétSinou stoupa (Hartmann et al.,
2009; Jones et al., 2009; Weil & Brady, 2017). Rostliny skrz rhizodepozice a jejich interakce

spudou a specifickymi spoleCenstvy mikroorganismii v rhizosféfe ovliviiyji lokalni
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dostupnost  zivin, zlepSuji pudni strukturu, komunikuji s okolnimi rostlinami a

mikroorganismy ¢i se brani proti patogenim (Kuzyakov & Razavi, 2019).

Obr. 2: Vstupyjici rhizodepozice
z rostouciho  kofene do puady:
1. buiky kofenové Cepicky a
epidermis, 2. mucigel, 3. kofenové
exudaty, 4. tékavé organické latky,
5. uhlik z kofenovych symbionti,
6. material  z odumfelych buné¢k
epidermis a primarni kary. Podle

Jones et al. (2009)

2.5.2 Kompetice mikroorganismiu s rostlinami o ziviny a priming efekt

Rostlinami uvolfiované kotenové exudaty, zejména primarni metabolity (predev§im cukry,
aminokyseliny, organické kyseliny), predstavuji lehce dostupny zdroj uhliku a energie pro
ptidni mikroorganismy (Kuzyakov & Xu, 2013; Santrackova et al., 2018). Rhizosféra je proto
prostfedim s velkou mikrobialni biomasou, v némz procesy probihaji vysokou rychlosti oproti
okolni neovlivnéné pude — predstavuje jeden z hotspotii mikrobialni aktivity v pud€. Rostliny
mohou v podobé rhizodepozic vyloucit 10-40 % asimilovaného C, pfiemz exudaty
predstavuji okolo 5-10 % fixovaného C (Canarini et al., 2019; Hiitsch et al., 2002; Lei et al.,
2023). Aktivita a pocetnost mikroorganismi i abundance na né€ vazanych organismu vyssich
trofickych urovni se smérem ke kofenliim vyrazné zvysuje, ale mikrobialni diverzita klesa
(Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015; Santrtickova et al., 2018). Rychle rostouci rhizosférni
mikrobiom potfebuje kromé uhlikem bohatych exudati také velké mnozstvi dalSich
biogennich zivin (napf. N a P) (Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015). V rhizosféte proto dochazi
k silné kompetici mezi rostlinami a mikroorganismy o dostupné ziviny (Kuzyakov & Xu,
2013). Ty jsou efektivnéji pfijimany a imobilizovany mikroorganismy, které maji ve srovnani
s kofeny vétsi specificky povrch a jsou strategiCtéji rozmistény v pudé. Maji vSak kratky
zivotni cyklus v fadu dnti az tydne a pfi jejich odumirani ¢i predaci ptidni faunou a nékterymi
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skupinami bakterii dochazi brzy k opétovnému uvolnéni zivin do rhizosféry (Cheng, 2009;
Kuzyakov & Xu, 2013), odkud je mohou pfijmout koteny rostlin ¢i jejich symbionti. Kromé
kompetice o ziviny s rostlinami ovliviiuji mikroorganismy dostupnost zivin v rhizosfére také
intenzivnim rozkladem puadni organické hmoty (Kuzyakov & Razavi, 2019). Exudaty
poskytuji mikroorganismum dostatek energie pro tvorbu extracelularnich enzymu Stépicich
komplexni organické latky ptitomné v ptidé a opadu (Santrackova et al., 2018; Simek, 2019).
Urcity podil enzymt vylu€uji rostouci mikroorganismy cilen€, aby zpiistupnily specifické
organické latky obsahujici biogenni ziviny, predev§Sim N (napf. protedzy, peptidazy a
chitinazy) a P (fosfatazy). Vyuzivaji pak vzniklé nizkomolekularni organické slouceniny
bohaté na potfebné ziviny k ristu. S rostouci biomasou a jejim rychlym obratem roste i
mnozstvi mikrobialnich produktl a nekromasy, ktera predstavuje dalsi dostupny substrat pro
prezivsi mikroorganismy a muze tak dojit k dalsi stimulaci jejich aktivity a rozkladu POH
(Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015). Tento jev, kdy vstup lehce dostupného substratu
(nejcasteji kotfenovych exudatl) aktivuje mikrobialni spoleenstvo a tim ovliviluje rychlost
rozkladu stavajici padni organické hmoty, se nazyva rhizosférni priming efekt (Canarini et al.,
2019; Kuzyakov, 2010). Priming efekt muze byt bud pozitivni, pokud dojde po vstupu
organickych latek do pidy k urychleni mineralizace POH, nebo negativni, kdyz se naopak
rozklad pavodni POH zpomali. K negativnimu priming efektu dochazi nejcast&ji pii vstupu
snadno dostupného C do pudy bohaté na mineralni ziviny, jejichz mnozstvi a dostupnost
dostatecné pokryje naroky mikroorganismu pro dalsi rust, ale predstavuje pfevazné€ pouze

prechodovy stav (Blagodatskaya et al., 2007).
2.5.3 Role rhizodepozice pri tvorbé stabilni OH a jeji destabilizaci

Vysokou mikrobialni aktivitu v rhizosféfe doprovazi rychly mikrobialni obrat (turnover), pii
kterém dochazi k uvoliiovani alespori ¢asti jejich bunécného obsahu zpét do pudy. Rostlinné
rhizodepozice tak postfednictvim zvySeného mikrobidlniho obratu a vzniku nekromasy
prispivaji k tvorbé stabilni MAOM (Cheng, 2009; Jones et al., 2009; Li et al., 2021). Nékteré
nizkomolekularni slou€eniny rhizodepozic mohou MAOM tvofit pfimo (Villarino et al.,
2021). Dalsi slozky rhizodepozic (napt. mucigel) spolecné s kofeny rostlin a mikroorganismy

podporuji tvorbu pudnich agregatt (Baumert et al., 2018; Jones et al., 2009).

Jak jiz bylo popsano vyse, vstup rhizodepozic do pudy ale také urychluje rozklad
organické hmoty prostfednictvim pozitivniho priming efektu. Ackoli se jednd predevsim o
rozklad volné fPOM, muze dojit i k destabilizaci stavajici MAOM (Villarino et al., 2021).

Vedle stimulace exoenzymové a mikrobialni aktivity muze byt MAOM destabilizovana i
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ptfimo nékterymi specifickymi skupinami latek vyluCovanych kotfeny, jako jsou organické
kyseliny (napf. kyselina stavelova), které narusuji vazbu organické hmoty na mineralni ¢astice
a OH se tak stava pristupnéjsi pro mikroorganismy (Baumert et al., 2018; Jilling et al., 2021).
Otazkou tedy je, zda a za jakych podminek rostlinné rhizodepozice ve vysledku spise
podporuji stabilizaci pudni organické hmoty v rhizosféfe a kdy naopak prevladaji ztraty uhliku
z pudy vlivem zvySené aktivity mikroorganismii a pisobenim nékterych mikrobialnich ¢i

rostlinnych metaboliti.
2.5.4 Vyuziti stabilnich izotopu C pri sledovani rhizosférnich procesi a tvorby MAOM

Ke sledovani osudu organickych latek v ptidé 1ze vyuzit stabilnich izotopt C, kdy latka nebo
smés latek vstupujici do piidy musi mit izotopové slozeni (zastoupeni izotopi *C a '*C)
odlisné od stavajici POH. Existuji dva zpuasoby ,izotopového znaCeni, a to pulzni a
kontinualni. Pokud je znaceni aplikovano na systém rostlina-ptida, pak se pfi pulznim znaceni
izotopove oznaci pouze Cerstvé asimilaty fixované béhem ,,pulzu® (aplikace CO2 s vysokym
zastoupenim '*C v ramci nékolika minut az hodin). Poté lze sledovat osud té&chto latek
v systému, vCetné jejich exudace a distribuce do riznych, pfevazné labilnich frakci POH (jako
je DOM a mikrobialni biomasa & nekromasa) a do CO2 (Jones et al., 2009; Santrigek et al.,
2018). Takto lze ziskat informace o tom, jak rostlina v urCité rastové fazi distribuuje
fotosynteticky fixovany C v systému, ale nelze je vztahnout na celé ristové obdobi (Kuzyakov
& Domanski, 2000). Béhem kontinualniho znaceni jsou rostliny vystaveny ,,zna¢enému CO>"
(obohacenému & ochuzenému o *C) po delsi dobu (v fadu tydnii az mésicid), coz umoziiuje
oznaceni veskeré jeji biomasy a produktl od vykliceni po odbér vzorkli a sledovani osudu
rostlinnych vstupti C (nejenom exudatl, ale i dalsich slozek rhizodepozic) do pidy béhem
celého Zivota rostliny (Kuzyakov & Domanski, 2000; Santriiéek et al., 2018). Lze znagit také
radioaktivnim izotopem '“C, coz se miize jevit vyhodné kvili niz§im naklad@im, vysoké
citlivosti a snadn¢jsi ptipravé vzorkt (Kuzyakov & Domanski, 2000), ovSem vyzaduje praci

v k tomu ur€enych prostorach a také specifické nakladani s odpadem.

Analogii kontinualniho znaceni rostliny pomoci fixace CO2 s izotopovym slozenim
odlinym od atmosférického CO2 (§'°C=-8,5 %o) je vyuziti pfirozen& odlisného izotopového
slozeni rostlinné biomasy C3 a C4 rostlin dané rozdilnou mirou diskriminace '*C b&hem
fotosyntézy (Santricek et al., 2018). Biomasa C3 rostlin je z diivodu fixace CO z atmosféry
pomoci enzymu ribuldza 1-5 bisfosfat karboxylaza oxygenaza (Rubisco) ochuzenéjsi o izotop
13C (8'3C=-27 %o) na rozdil od biomasy C4 rostlin (§'3C =-13 %o). U C4 rostlin (napt. kukufice,

cukrova titina) je primarni karboxylace v mezofylu listu katalyzovana enzymem
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fosfoenolpyruvat karboxylaza, ktery diskriminuje '3C malo a sekundarni karboxylace
enzymem Rubisco probiha v bunkach pochev cévnich svazka se ztloustlymi bunéénymi
sténami, ve kterych se CO> koncentruje a aktivita Rubisco je tak efektivnési a nedochazi
k fotorespiraci (Kuzyakov & Domanski, 2000; Santricek et al., 2018). Vysazeni C4 rostliny
do pudy s organickou hmotou s C3 historii ¢i obracen€ umoziuje, stejn€ jako metoda umélého
kontinualniho znaceni, kvantifikaci Cisté rhizodepozice a jeji prispévek k tvorbé a obratu
ptidni organické hmoty a jejich jednotlivych frakci (Santriidek et al., 2018; von Liitzow et al.,
2007). Lze také kvantifikovat priming efekt, jelikoz 1ze oddé€lit CO» pochazejici z mikrobialné
rozkladanych rhizodepozic od rozkladajici se pivodni POH (Kuzyakov & Domanski, 2000;
Liu et al., 2020).

2.6 Role zizal v pudé a v pireménach OH

Zizaly tvoii hlavni biomasu padni fauny v pidach mirného pasma (Miko, 2019; Santrackova
etal., 2018). Pocet jedincti na m? se pohybuje v rozmezi 80-800 jedincti, coz miize ¢init 3-300
g/m?. Radime je mezi ptdni makrofaunu, tedy ZivoGichy s §itkou t&la presahujici 2 mm.
Obyvaji hlavné lu¢ni pady, pidy luznich lest a mohou byt hojné i v polnich ptidach. Naopak
malo podetné jsou v kyselych ptdach jehli¢natych lesd a raselinist. Zizaly jsou
tzv. ekosystémovi inzenyfi, nebot’ vyznamnym zpusobem ovliviiuji ekosystémy, ve kterych
se vyskytuji. Padni sféra ovlivnéna aktivitou zizal se oznaCuje terminem drilosféra, ktera se
fyzikaln€ a biochemicky odlisuje od okolni pudy a predstavuje stejn€ jako rhizosféra hotspot

mikrobialni aktivity (Simek, 2019).

Zizaly vyuZivaji jako zdroj potravy mrtvou organickou hmotu, kterou b&hem traveni
fragmentuji, smichavaji ve svém travicim traktu s pozifenou mineralni slozkou pudy, produkty
metabolismu a slizem, inokuluji ji stfevnimi mikroorganismy a nasledné¢ vymésuji jako
hrudkovity trus (v anglické literatufe znamy jako tzv. casts) (Santrackova et al., 2018; Six et
al., 2004) v ramci n&hoz se tvoii stabilni mikroagregaty (Bossuyt et al., 2006; Simek, 2019).
Produkci casts a tvorbou bioport vyrazné zlepsSu;ji strukturu pady. Tim, jak se pohybuji padou
a vytvari nové pory, zlepsuji provzdusnéni pady a pohyb vody do hlubsich vrstev, a zaroveri
zvySovanim tlaku na okolni pidu a produkci slizu povrchem téla podporuji vznik agregati
(Miko, 2019; Mummey et al., 2006). Mukus (sliz) zizal je slozeny z proteint, peptidoglykand,
mastnych kyselin a sacharidii a ma nizky pomér C/N (okolo 4-5), takze predstavuje vhodny

substrat pro mikroorganismy a stimuluje jejich aktivitu. Rovnéz CcCerstvé defekované

18



exkrementy se diky dostupnosti dobfe rozlozitelného materialu (natravené rostlinné zbytky,
mukus) a inokulaci vyznacuji vysokou mikrobialni aktivitou. Mikroorganismy pak svymi
produkty (polysacharidy a glykoproteiny) a nekromasou pfispivaji k dalsi tvorbé agregatt
v drilosféfe a v casts (Guhra et al., 2020). Tato aktivita nicmén¢ po delsi dob¢ klesa s tim, jak
jsou vycCerpany lehce dostupné potravni zdroje a substrat se stava hife rozlozitelny (zbyvaji
v ném predevs§im chemicky rekalcitrantni ligninové latky). Nedostupnost substratu mize vést
ke sporulaci bunék ¢i jejich odumirani, a tedy tvorbé mikrobialni nekromasy. Tento
mikrobialni uhlik je v§ak uzavien do mikroagregatti, ¢imz dochazi ke stabilizaci této organické
hmoty v padé (Vidal et al., 2019). Stabilita agregati v zizalich exkrementech je ziejmé vyssi
nez stabilita agregati v okolni pide, coz mize byt dano vys§im mnozstvim organického C a
pojivovych latek spojujicich organickou hmotu s mineralnimi ¢asticemi (Lipiec et al., 2015;
Six et al., 2004). V pfitomnosti zizal se tedy kombinuje zvySena mineralizace POH
prostiednictvim vy§$si mikrobialni aktivity spolu se zvySenou stabilizaci C v pudé v zavislosti
na délce pasobeni zizal a stafi casts, saturaci pudy C a kvalit€¢ a mnozstvi substratu a druhu

zizal (Postma-Blaauw et al., 2006).

Zizaly se dle zivotnich strategii tradi¢ng déli do ti ekologickych skupin na epigeické,
endogenické a anektické. Epigeické zizaly (napt. Lumbricus rubellus) obyvaji svrchni vrstvy
pudy, predevsim opadanku lesnich pud, kterou se zivi a ¢astecné ji rozkladaji. Jejich ptimy
vliv na padni strukturu je velmi maly az zadny, nicméné nepiimo mohou pudni prostiedi
ovliviiovat zvySenym vyplavovanim DOM z natraveného opadu. Anektické zizaly (Lumbricus
terrestris) vytvaii vertikalni chodby a konzumuji opad z povrchu pudy, ktery transportuji do
hlubsich ptdnich vrstev a mohou ho michat s mineralni slozkou pidy. Endogeické zizaly
(napt. Aporrectodea caliginosa) jsou geofagni zizaly migrujici do hlubsich padnich horizontd,
kde promichéavaji organickou hmotu s mineralnimi ¢asticemi a jsou povazovany za hlavni
zizali prispévatele k tvorbé agregatti a stabilizaci POH (Hallam & Hodson, 2020; Six et al.,
2004).

Obecné se ukazuje, ze vSechny ekologické skupiny zizal maji pozitivni vliv na kvalitu
pudy, rast a stav rostlin. Z dobré struktury pady, tedy vys§iho mnozstvi stabilnich agregata,
tézi i rostliny. Navic pory vytvorené zizalami nejen piispivaji k lep§imu pohybu vody (pidnich
roztokd) a vzduchu ptidou, ale také mohou predstavovat prostor pro rist kotend (Simek, 2019).
ZvySena mikrobialni aktivita v drilosfére vede ke zvySené mineralizaci rostlinnych zbytka a
POH, ¢imz dochazi k uvoliiovani rostlinam dostupnych zivin, zejména dusiku (Van Groenigen

et al., 2014). Dostupny dusik mohou rostliny pouzit k tvorbé primarnich 1 sekundarnich
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metabolitl, coz mize vést mimo jiné i ke zvySeni obranyschopnosti rostlin vici patogentim.
Zaroven mohou zizaly také stimulovat aktivitu rostlinnych symbiotickych mikroorganisma a
svou Cinnosti je distribuovat padeé stejne€ jako natravenou POH (Scheu, 2003; Van Groenigen
et al., 2014). Otazkou tedy je, zda a jak se projevi pozitivni vliv Zizal na stav a rast rostlin i
v relativné kratkodobém pokusu (a bez Cerstvého opadu v pud€) a jaky bude vysledny efekt
na mnozstvi a stabilizaci POH vzhledem k protikladnym procestim (zvySena mineralizace a
destabilizace POH versus stabilizace POH), které probihaji v drilosféte 1 v rhizostére existujici

samostatné nebo dohromady.

3 Cile prace a hypotézy

Hlavnim cilem této prace je zjistit, zda a jak Zzizaly ovliviiyji rast rostlin a podminky
v rhizosfére, vCetné dostupnosti zivin, cyklu uhliku a jeho stabilizaci v pudé. Abych tyto
otazky zodpovédeéla, sledovala jsem nejen spolecny, ale i oddéleny vliv rostlin a zZizal na ptdni
prostedi. Proto jsem si stanovila nasledujici dil¢i cile: 1) jak rostlinné rhizodepozice ovliviiyji
dynamiku stavajici pidni organické hmoty a jak pfispivaji k jeji tvorbé€, 2) jak mohou byt
pfemeény, distribuce a stabilizace pudni organické hmoty ovlivnény pfitomnosti zizal a 3) jak
se projevi pfitomnost zizal na rist rostliny a obsah zivin v ni a jaky bude vysledny efekt

spole¢ného pusobeni rostliny a zizal na pfemény a stabilizaci POH.

Na zaklad¢ informaci z existujici literatury jsem stanovila nasledujici hypotézy: 1)
v pfitomnosti zizal dojde ke stimulaci rustu rostlin, a to pfedevsim diky zvysené dostupnosti
mineralnich forem zivin (N a P), 2) rostlinné rhizodepozice stimuluji rist mikrobialni biomasy
a jeji aktivitu, a tim i rozklad ptvodni POH, pfi¢emz tento pozitivni priming efekt vzroste
v pritomnosti zizal diky narastu rostlinné biomasy, a tedy vétsi produkci rhizodepozic. 3)
Pritomnost rostliny, stejné jako aktivita zizal, podpofi stabilizaci C v pudé tvorbou stabilnich
agregatu, priCemz jejich spolecna aktivita ve vysledku povede k nejefektivnéjsi stabilizaci

POH.
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4 Metodika

4.1 Zalozeni pokusu

Pro potieby pokusu jsem vybrala pudu s nizkym obsahem organické hmoty, abych mohla 1épe
sledovat vstup rhizodepozic a jejich vliv na padni procesy. Pida pochazela z kulturniho
travniku v arealu Jihoteské univerzity v Ceskych Bud&ovicich, z hlubsi &asti
organomineralniho horizontu (z hloubky asi 15-30 cm), kde pida jiz nebyla vyznamné
ovlivnéna kofeny. Tuto puidu jsem mirn€ vysusila na vzduchu a presela pres 2mm sito. V této
pudé jsem v mini pafenisti predpéstovala ze semen (ziskanych zjednoho klasu kukufice)
rostlinky kukufice do vysky asi 15 cm. Zaroven jsem pred zapocCetim pokusu dne 27. 4. 2023
odebrala v lese pobliz Plavu u Ceskych Bud&ovic n&kolik desitek jedincti Zizaly druhu
Aporrectodea caliginosa, které jsem skladovala ve vlhké padé v chladu a temnu do zalozeni

pokusu.

Samotny pokus jsem provadéla v rhizoboxech o velikosti 15%30%3 cm ($xvxh)
(Obr. 3). Dne 9. 5. 2023 jsem 20 rhizoboxu naplnila vzdy 1 kg pfipravené pudy. Rhizoboxy
maji ve dné ne€kolik otvort, kterymi miaze vytékat piebytecna zalivkova voda. Pred naplnénim
puadou jsem tyto otvory piekryla prouzkem zaclonoviny s otvory o velikosti 1 mm, které
minimalizovaly ztraty ptidy. Do dvanacti rhizoboxU jsem zasadila po jedné rostliné kukufice,
ostatni zustaly bez rostlin. Do Sesti rhizoboxt s rostlinami a do dalSich Ctyf rhizoboxi bez
rostlin jsem pfidala po tiech jedincich zizal podobné velikosti, které jsem zvazila, a ke kterym
jsem 23. den od zalozeni pokusu pridala dalsi dvé zizaly. V kazdém rhizoboxu s zizalami bylo
tedy celkem 5 zvazenych jedinca. Celkové bylo tedy zalozeno 20 rhizoboxu: 6 s rostlinou (R),
6 s rostlinou a zizalami (RZ), 4 s zizalami (Z) a 4 kontrolni bez rostliny i zizal (O) (zalozZeni
Sesti rhizoboxu s rostlinami mi umoziiovalo pokracovat v pokusu i pokud by nekteré rostliny
uhynuly nebo se vyznamné odliSovaly biomasou od dalSich opakovani). Na povrch pudy
v kazdém rhizoboxu jsem polozila vatu, ktera omezovala vysychani pudy a zabrariovala uniku
zizal. Rhizoboxy byly umistény zhruba na tyden do skleniku a poté byly pfemistény do
venkovnich podminek. Pribézné do nich byla dopliovana voda ve stejném mnozstvi do
kazdého (odméfovano pomoci kadinky) tak, aby byl cely ptdni profil na pohled vlhky a voda
zacCala z boxu dole vykapavat. Po 56 dnech, kdyz byly kukufice vysoké asi 40 cm, jsem pokus

ukoncila a pripravila rostliny i ptidu pro nasledujici analyzy.
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Obr. 3: Priklad rhizoboxu s kukuficemi na konci pokusu, po odstranéni kryciho plexiskla.

4.2 Zpracovani pudy, rostlin a zizal

Z rhizoboxu jsme spolu s kolegy opatrné vyndali kukufice, z kofent ocistili co nejvice pudy,
kterou jsme vratili do rhizoboxt, a nizkami je rozdélili na nadzemni a podzemni ¢ast. Padu
jsme umistili na velky tac, ru¢n€é zhomogenizovali, vybrali jsme Zizaly a jemné kofinky, které
jsme spolecné s oddélenou podzemni biomasou ocistili od zbylych ptdnich ¢astic na jemném

situ pomoci proudu vody.

Nadzemni biomasu jsem rozdélila na zivou a mrtvou a stejné jako podzemni biomasu
jsem ji ususila pii 60 °C po dobu 48 hodin a nasledné zvazila. Dale jsem biomasu nastiihala
nizkami na zhruba lcm kousky, reprezentativni vzorek jsem pomlela na kulovém mlynu
(Retch, Némecko) a navazila vzdy asi 3 mg do cinovych kapsli pro naslednou analyzu obsahu
C, N a izotopového slozeni C. Vyjmuté zizaly jsem umyla, zvazila, zmrazila pfi -80 °C,

lyofilizovala, pomlela a pripravila do cinovych kapsli na stejny typ analyz.

Pidu jsem na tacu ru¢né zhomogenizovala. Asi 50 g Cerstvé pudy jsem susila pii 60 °C
po dobu 48 hodin. Malou ¢ast jsem pomlela na kulovém mlynu (Retch, Némecko) a navazila
vzdy asi 20 mg do cinovych kapsli pro naslednou analyzu obsahu C, N a izotopového slozeni
C. Dale jsem tuto ususenou pudu pouzila pro hustotni frakcionaci. Asi 5 g Cerstvé pudy jsem

odebrala a zmrazila pfi -18 °C pro stanoveni potencialni aktivity vybranych extracelularnich
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enzymu. Dale jsem stanovila podil suché pudy v 1 g Cerstvé pidy. Do hlinikovych vazenek
jsem proto navazila zhruba 5 g Cerstvé pudy, vysusila do konstantni hmotnosti pii 105 °C a
opét zvazila. Z podilu hmotnosti suché a Cerstvé pudy jsem vypocitala podil pevné matrice
v gramu puvodniho pudniho vzorku neboli ,susinu pudy“. VSechny pudni chemické a
biochemické vlastnosti jsem pak vyjadiovala na gram suché pudy s pouzitim téchto hodnot
susiny. VétSinu dalSich analyz jsme provadeéli z Cerstvé pudy bud ihned po odbéru, nebo
behem nekolika malo nasledujicich dni. Do té doby jsme vzorky uchovavali v plastovych

saccich pii 6 °C. Nasleduje popis dalSich analyz.

4.3 Hustotni frakcionace pud — oddéleni frakce pisku, POM a MAOM

Metodou hustotni frakcionace jsem rozdélila pudni Castice ve vzorku na frakce POM, MAOM
a pisek, které se vedle hustoty li8i také charakterem obsazené organické hmoty a stupném jeji
stabilizace. Do sklenéné kadinky jsem navazila vzdy 20 g ptdniho vzorku ususeného pii 60 °C
a ptidala 100 ml SPT o hustoté 1,6 g cm™. Nasledn& jsem vzorky sonikovala v ultrazvukovém
homogenizatoru (Sonoplus, Bandelin) pti 80 W po dobu 13 min a 27 s (na doporuceni Dr. rer.
nat. Gerrit Angsta, Ph.D., Biologické centrum AV CR), aby doslo k rozbiti agregat a uvolnéni
oPOM. Pudni suspenzi jsem centrifugovala pii 3000 g po dobu 30 min a poté jsem veskerou
POM (hustota <1,6 g cm™) plovouci na hlading odsala pomoci vyvévy do Erlenmayerovy
bariky. Zbyly kal v centrifuga¢ni zkumavce jsem promichala, oplachla stény polytungstatem
a centrifugaci a odsati zopakovala. Ziskanou frakci POM jsem Cistila od navazaného SPT
promyvanim destilovanou vodou pies kovovou fritu s vyvévou, dokud jsem u odebrané
profiltrované destilované vody nenaméfila hodnotu konduktivity nizs§i nez 5 puS (métfeno
konduktometrem 107L, GRYF). Poté jsem POM kvantitativn¢ pomoci destilované vody
prevedla do sklenéné kadinky. Z kalu zbylého v centrifugani zkumavce, ktery predstavuje
frakci pudy t&z8i nez 1,6 g cm™, jsem oddélila pisek od jemngjsi frakce obsahujici MAOM
presivanim pres 63 pm sito pomoci destilované vody, dokud na situ nezbyl pouze pisek, ktery
jsem kvantitativné prevedla do kadinky. Abych zbavila jemnou frakci s MAOM zbytkt SPT,
postupovala jsem nasledovné. Kal jsem centrifugovala v centrifuganich zkumavkach o
objemu 750 ml pii 3000 g po dobu 30 min, supernatant slila, usazeny kal promichala a doplnila
zkumavky destilovanou vodou. Tento postup jsem opakovala, dokud se konduktivita
slévaného supernatantu nedostala pod 50 uS. Ziskané frakce (POM, MAOM, pisek) jsem
ususila pii 40 °C do konstantni hmotnosti, zvazila a pfevedla do sklenénych 5 ml vialek. Ze

ziskanych hmotnosti jsem vypocetla podil jednotlivych frakci v pivodnich pidnich vzorcich.
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Poté jsem frakce POM a MAOM namlela na kulovém mlynu a navazila do cinovych kapsli

pro nasledné zméfeni obsahu C a N a izotopového signalu §'°C.

4.4 Stanoveni koncentrace C, N a P a izotopového slozeni C v pomletych

vzorcich pudy, padnich frakci, rostlinné biomasy a zizal

Analyzy koncentrace C, N a izotopového slozeni C (§'°C) provedli kolegové na CHNS
elementarnim analyzatoru Vario Micro Cube (Elementar, Némecko) pfipojeném
k izotopovému pomeérovému hmotnostnimu spektrometru IR-MS Delta X Plus (Finnigen,
Neémecko) a poskytli mi vysledky. Ve vzorcich byl stanoven také celkovy obsah P po rozkladu
kyselinou dusi¢nou a chloristou kolorimetricky pomoci prutokové vstiikovaci analyzy na

analyzatoru FIA (FIA Lachat QC8500, Lachat Instruments, USA) dle Kopacka et al. (2001).

4.5 Fyzikalné-chemické vlastnosti pudy

4.5.1 Pudni vodni vyluh a aktivni pH

Vodny vyluh z Cerstvé pady obsahuje rozpusténé mobilni formy zivin i organickych latek. Lze
ho pouzit pro charakterizaci aktualni dostupnosti zivin pro rostliny a zaroven reprezentuje
frakci DOM, do niz vstupuji latky z exudace, enzymatického rozkladu komplexni OH a
mikrobialni metabolity a zaroven z ni mohou mikroorganismy pfijimat jednoduse rozlozitelné
substraty (Kalbitz et al., 2000). Ve vodném vyluhu jsem zji§tovala mnozstvi rozpus§téného
organického uhliku (dissolved organic C, DOC), mnozstvi celkového rozpusténého dusiku
(dissolved N, DN) a jeho mineralnich forem (NO3™ a NH4"), a rozpusténého reaktivniho

fosforu (SRP).

Navazila jsem 4 g pudy z kazdého vzorku do 120ml sklenéné NTS lahve a extrahovala
40 ml destilované vody na horizontéalni tfepacce po dobu 1 hodiny. Extrakty jsem nasledné
centrifugovala po dobu 10 min pii 3000 g a v supernatantu jsem nejprve stanovila aktivni pH
pomoci kalibrovaného pH metru (WTW) se sklenénou elektrodou. Znalost pH pudy jsem také
potiebovala pro vypocet pudni respirace. Poté jsem supernatant prefiltrovala pres sklenény
filtr (GF/F Whatman, 0,45 um) a ziskané filtraty uchovala zmrazené pfi -18 °C ve scintila¢nich
zkumavkach. K analyze mnozstvi DOC a DN byl pak pouzit TOC-L analyzator
vybaveny TNM-L jednotkou pro meéfeni celkového dusiku (Shimadzu, Tokyo, Japan).
Mnozstvi N ve formé nitrati (NO3), amonného N (NH4"), a mnozstvi SRP bylo zméfeno
pomoci pratokové vstiikovaci analyzy na analyzatoru FIA (FIA Lachat QC8500, Lachat

Instruments, USA).
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4.5.2 Analyza stability agregatu

Stabilitu agregati jsem stanovila metodou mokrého prosévani simulujici rozpad agregatti pri
rychlém zvlhceni dle Nimma a Perkinse (2002) a vyjadfila ji jako index WSA (water-stable
aggregates). Index WSA vyjadiuje odolnost agregati proti rychlému nasyceni vodou a jeho
vyssi hodnota indikuje vyssi stabilitu agregati, a tedy lepsi strukturu pudy. Postupovala jsem
nasledovné. Ze vzorka ususenych pii 60 °C jsem do 50ml kadinek navazila 4 g pudy ve dvou
opakovanich. Prvni z dvojice vzorkt jsem ru¢né prosévala v destilované vod¢ na situ s oky o
velikosti 0,25 mm po dobu 3 min rychlosti cca 35 zdvihid/min tak, abych sito vzdy zvedla nad
hladinu vody a opét ho pod ni ponofila. Vodostabilni agregaty, které zbyly na situ, jsem
prevedla kvantitativné do hlinikovych vazenek, vysusila pfi 105 °C a zvazila (Msag). Druhy
z dvojice vzorkll jsem na stejném situ prosévala v roztoku 0,1M hexametafosforeCnanu
sodného, dokud na situ nezbyl pouze pisek. Hexametafosforecnan sodny pusobi jako
deflokulant, ktery narusuje chemické vazby mezi jilovymi Casticemi a vétSimi Casticemi
ptdniho matrix a napomaha tak rozpadu pidnich agregati (Andreola et al., 2004). Na situ tak
po seti v dispergac¢nim Cinidle zbyly jen jednotlivé puadni Castice vétsi nez 250 um (pisek),
které jsem opét pievedla kvantitativné do hlinikovych vazenek, vysusila pii 105 °C a zvazila
(Mpis). Nasledné jsem stanovila index WSA (water-stable aggregates) jako podil hmotnosti
vodostabilnich agregati (Msag) po odeéteni hmotnosti pis€itych zrn (Mpis) v celkové navazce

vzorku (4 g) bez hmotnosti pisku (Mpis).

4.6 Pidni mikrobiilni biomasa a pudni procesy
4.6.1 Mnozstvi C, N a P vazané v pudni mikrobialni biomase

Mikrobialni biomasa je citlivy indikator zmén puadnich podminek a jeji znalost je zakladem
pro studium pidy a v ni probihajicich procesu (Singh & Gupta, 2018). Mnozstvi uhliku, dusiku
a fosforu v mikrobiéalni biomase (MBC, MBN a MBP, respektive) bylo stanoveno fumigacneé-

extrakéni metodou dle Brookes et al. (1982, 1985) a Vance et al. (1987).

Pro stanoveni MBC a MBN jsem do 50ml plastovych centrifuganich zkumavek
navazila dvakrat 5 g Cerstvé pudy, v piipadé MBP pak tiikrat 2 g pudy z kazdého vzorku.
Fumigaci jsem provedla nasledovné. Do exsikatoru scca 30-50 ml chloroformu
stabilizovaného amylenem jsem umistila vzdy jeden z dvojice (v pfipadé MBC a MBN) ¢i

trojice (pro MBP) navazenych padnich vzorkii. Uzavieny exsikator jsem evakuovala 15 minut
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pomoci membranové vyveévy a vzorky uvniti fumigovala po dobu 24 hod parami chloroformu.
Nasledujici den jsem exsikator oteviela, vycistila, vzorky do n¢j umistila zpét a provedla

stfidavé odsati zbylych par chloroformu pomoci vyveévy (cca 2,5 hod.).

Pro spolecné stanoveni MBC a MBN jsem do centrifugacnich zkumavek
s fumigovanymi 1 nefumigovanymi vzorky piidala 20 ml 0,05M K2SO4 a extrahovala 1 hod
na tfepacce. Po nasledné 10minutové centrifugaci jsem vzorky a samotny siran draselny pro
slepy vzorek prefiltrovala pres sklenény filtrani papir (GF/F Whatman, 0,45 um) a filtraty
uchovala ve scintila¢nich zkumavkach zmrazené az do vlastni analyzy koncentraci
organického C a celkového extrahovatelného N. Ta byla provedena pomoci TOC-L
analyzatoru s TNM-L jednotkou pro méfeni celkového dusiku (Shimadzu, Tokyo, Japan).
Z rozdilu mezi mnozstvim organického C ve fumigovaném a nefumigovaném vzorku,
korigovaného piepoctovym faktorem pro mikrobialni C (keC = 0,38, Vance et al., 1987) jsem
vypocitala obsah uhliku v mikrobidlni biomase MBC. Obdobné rozdil mezi mnozstvim
rozpu§téného N ve fumigovaném anefumigovaném vzorku, vydéleny korekénim
koeficientem pro N v mikrobidlni biomase (keN = 0,54, Brookes et al., 1985), odpovida
mnozstvi mikrobialniho dusiku MBN.

Pro stanoveni MBP (podle Brookes et al., 1982) jsem do centrifugac¢nich zkumavek
s fumigovanymi i nefumigovanymi vzorky pfidala 30 ml 0,5M NaHCOs3 (pH = 8,5). Do
jednoho z dvojice nefumigovanych vzorku jsem dale pfidala 0,5 ml roztoku KH>POs s
obsahem P o ptedem znamé koncentraci (odpovidajici minimaln& 25 pug ¢! suché pidy), ktery
se pridava jako vnitini standard pro korekci na sorpci P na pidni Castice. Vzorky jsem opét
nechala 1 hod tfepat na horizontéalni tfepacce a nasledné jsem je centrifugovala 10 minut.
Z kazdého z centrifugovanych pudnich extraktt jsem odebrala pomoci odmérného valce 25 ml
do 120ml NTS lahvi, okyselila 1,75 ml 4,5M H>SO4 po davkach 0,9 ml a 0,85 ml a nechala
stat v chladu do druhého dne. Nasledné jsem extrakty zfiltrovala pres papirovy filtr a ziskané
filtraty uchovala zmrazené v scintilaénich zkumavkach. Koncentraci P ve vzorcich jsem
stanovila spektrofotometricky. Z filtrati jsem odebrala 2,5 ml do zkumavek o objemu 20 ml,
natedila pfidanim stejného mnozstvi redestilované vody a piidala 0,4 ml reakéniho ¢inidla A
obsahujicim rozpustény vinan antimonylo-draselny a molybdenan amonny a 0,8 ml reakéniho
¢inidla B obsahujiciho kyselinu askorbovou. Absorbanci vzniklé fosfomolybdenanové modri,
ktera je pfimo umérna obsahu orthofosforeCnant, jsem meéfila proti blanku (redestilovana
voda) na spektrofotometru (Genesys 10S, UV-Vis, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

pfi vinové délce 886 nm. Zarover jsem promeéfila kalibracni standardy v rozsahu koncentraci
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orthofosfore¢nant 0-1000 pg P 1! a také vzorky s pfidavkem vnitiniho standardu pfimo do
extrak¢niho ¢inidla. Mnozstvi fosforu v méfenych vzorcich jsem vypocitala z regresni rovnice
popisyjici kalibracni pfimku. Mnozstvi MBP jsem vypocitala jako rozdil v koncentracich
extrahovatelného P pied a po fumigaci s provedenou korekci na sorpci P v pud€ a pomoci

korekéniho koeficientu (kgP = 0,4, Brookes et al., 1982).
4.6.2 Stanoveni rychlosti respirace pudnich organismu a priming efektu

Metabolickou aktivitu puadnich mikroorganismt jsem zjistovala méfenim rychlosti respirace
pudy, ktera odpovida rychlosti mineralizace biologicky dostupné organické hmoty. Respiraci
pudy, vyjadfenou jako rychlost produkce CO2, jsem stanovovala pomoci plynové

chromatografie.

Navazila jsem 20 g pudy do NTS lahvi o objemu 120 ml, vzduchotésné je uzaviela
gumovymi zatkami a plastovymi vicky s otvory. Po 3 dnech inkubace v temnu pii 20 °C jsem
zméfila koncentraci CO> akumulovaného v atmosfére nad pidnim vzorkem na plynovém
chromatografu Agilent 6850 GC systém (detektor TCD, Agilent Technologies, CA, USA).
Zaroveni jsem zmeéfila koncentraci CO; ve slepych vzorcich (1ahve NTS bez pudy uzaviené ve
stejné dobé¢ jako ostatni padni vzorky). Nasledn€ jsem vypocitala vyslednou rychlost respirace
se zohlednénim pH pudnich vzorkd. Mnozstvi vyprodukovaného CO> jsem korigovala na
pramémy obsah CO: v blancich, poté vypocitala koncentraci vyprodukovaného CO>
v plynném objemu vzorku, pficetla mnozstvi CO2 rozpusténé v ptidnim roztoku a rychlost

respirace vyjadiila na gram suché pudy a den.

Po zméreni respirace jsem do vakutainerti o objemu 12 ml vyplachnutych N> odebrala
injekéni stfikackou s jehlou z NTS lahvi pfesné mnozstvi plynu z inkubovanych vzorka dle
vypoctu, abych ziskala vzorky o koncentraci 2300 ppm CO: pro nasledné zméfeni izotopového

signalu §'°C na IR-MS spektrometru (Thermo Scientific TRACE 1310 GC).

4.6.3 Méreni potenciadlni aktivity hydrolytickych a oxidativnich extracelularnich

enzymu

Potencialni aktivitu hydrolytickych enzymil jsem stanovila dle Marx et al. (2005)
spektrofotometricky méfenim fluorescence, ke které dochazi vlivem enzymatického rozkladu
pridaného fluorescen¢niho substratu, specifického pro dany enzym. Takto jsem zmeéfila
aktivitu enzymu rozkladajicich padni organickou hmotu pro zisk uhliku:  — glukosidaza (BG)
a cellobiosidaza (CB), (pfedevsim) pro zisk dusiku: leucinaminopeptidaza (LAP) a chitinaza
(NAG), a pro zisk fosforu: fosfataza (AP). Jako substraty jsem pouzila fluorescencni derivaty
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4-methylumbellyferylu, MUF (pro BG, CB, NAG, AP) a 7-amino-4-methylkumarinu, AMC
(pro LAP).

Z rozmrazenych pudnich vzorkl jsem vzdy navazila 0,5 g, pfidala 50 ml destilované
vody a sonikovala 4 min. v ultrazvukové lazni, abych narusila ptdni ¢astice a uvolnila v nich
vazané enzymy. Méfeni enzymové aktivity jsem provedla na 96 jamkové desticce. Do jamek
prvnich péti fad jsem napipetovala vzdy 50 pul roztoku jednotlivych substratt (MUFG, MUFC,
MUFP a AMCL, MUFN), kazdy substrat do jedné fady. Vyslednou koncentraci téchto roztoka
pro findlni stanoveni jsem zvolila na zakladé predem provedeného testu se tfemi
koncentracemi substrati (50/100/300 uM) a zvolila jsem vzdy tu, pfi které byly aktivity
enzymu v danych vzorcich urcitého treatmentu nejvyssi. Dale jsem napipetovala 50 pl vody
(jako blank) do dalsi fady jamek a 50 ul kalibra¢nich roztokit MUF a AMC do poslednich
dvou fad. Do kazdé jamky jsem piidala 200 ul pfes sito piecezené pudni suspenze, vzdy jeden
vzorek do tii po sobé jdoucich sloupct. Fluorescenci jsem méfila na spektrofotometru
INFINITE F200 (TECAN, Crailsheim, Germany) pii vinové délce excitace 365 nm a emise
450 nm v Case 0, 30, 90 a 150 minut. Aktivita enzymu, vyjadiena jako mnozstvi substratu
rozlozeného za jednotku ¢asu, pfepoctend na gram susiny, byla vypoctena jako podil smérnice

pfimky nartistu absorbanci vzorku v ¢ase ku smérnici kalibracni pifimky MUF ¢i AMC.

Pro spektrofotometrické stanoveni aktivity lignolytickych (oxidativnich) enzymu,
fenoloxidazy a peroxidazy (PhOx a PerOx) dle Hendel et al. (2005) jsem pouzila
aminokyselinu L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Ta samostatné piedstavuje substrat pro
PhOx. Pfidanim peroxidu vodiku k L-DOPA se zjistuje aktivita PhOx i PerOx dohromady,
aktivita PerOx se urci odectenim zjisténé aktivity PhOx. Na desticky s hlubokymi jamkami
jsem pipetovala roztoky ve 4 opakovanich pro kazdy vzorek nasledovné: 1) 2x200 pul vzorku
+ 100 pl roztoku L-DOPA, 2) 2x200 pl vzorku + 100 pl roztoku L-DOPA + 20 pul 30% roztoku
H>02, 3) 2x200 ul vzorku + 100 pl acetatového pufru, 4) 2x200 ul vzorku + 100 pl acetatového
pufru + 20 pl 30% roztoku H>O». Posledni dvé varianty, 3) a 4), slouzi jako blanky bez
pfidaného substratu. Jako vzorky jsem pouzila zbytky homogenati po zméfeni aktivit
hydrolytickych enzymt uchovavanych v lednici. Pripravené desticky jsem prekryla
parafilmem, centrifugovala 8 s pro usazeni kapek ze stén a nechala inkubovat 18 hod. pfi
laboratorni teploté (pfiblizné¢ 25 °C). Po této dobé jsem desticky centrifugovala pii
2500 ot. /min. po dobu 8 min. a nasledné jsem vzdy 250 ul supernatantu z kazdého vzorku
prepipetovala na mélkou desticku. Poté jsem ihned zméfila absorbanci pii vlnové délce

450 nm na spektrofotometru INFINITE F200 (TECAN, Crailsheim, Germany). Ze zjisténé
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absorbance korigované na prumérnou absorbanci blankii byla spocitana aktivita enzymu
korekci na extinkéni koeficient (7,2 ml umol™! pro podminky tohoto méfeni) a vztazena na

dobu inkubace a hmotnost susiny (koncentraci suché ptidy na ml homogenatu).

4.7 Vypocty podilu a mnozstvi nového C (z kukurice) ve vybranych frakcich
POH

Pro vypocet nového C vPOM a MAOM jsem nejprve vypocitala znacenou frakci C
v jednotlivych vzorcich (f), tedy podil nového C v celkovém mnozstvi C ve vzorku dle
rovnice:

B 813CPK _ 813Cp
- 513CK — 513CP

kde 8'3Cpk je izotopovy signal pidy s kukufici (bez zizal/s zizalami), §'Cp je izotopovy signal
pudy bez kukufice (tedy izotopovy signal puvodni pudni organické hmoty) (bez zizal/s
zizalami) a §'*Ck je priimérny izotopovy signal nadzemni a podzemni biomasy kukufice
v daném rhizoboxu. Ten zde reprezentuje izotopovy signal nové vstupujicich organickych
latek, pochazejicich z kofenti kukufice. Nasledné jsem spocitala mnozstvi nového C v gramu
cilového vzorku (POM, MAOM). Poté jsem pomoci znamého obsahu POM a MAOM v 1 kg
pudy vypocitala celkové mnozstvi nového C v celém rhizoboxu. Oba pfispévky jsem pak
seCetla a budu je dale prezentovat jako Cistou rhizodepozici vyprodukovanou danou rostlinou

behen celého pokusu.

Podobné jsem postupovala, kdyz jsem chtéla zjistit podil nového C z rhizodepozice v
CO; uvolnéném zpidy. Izotopovy signal CO> pochazejiciho zplynného objemu
inkubovanych vzorkt, zméfeny na IR-MS, jsem pomoci sméSovaci rovnice korigovala na
frakcionaci, ke které dochazi pfi tvorbé HCO3™ rozpousténim CO; ve vod€, a dale na primérny
izotopovy signal pozadi (izotopovy signal atmosféry v blancich, §'3C=-8,5 %o (Santriidek et
al., 2018)). Takto korigovany izotopovy signal jsem vyuzila pfi vypoctu podilu nového C
z rhizodepozic kukutice (§'*Ck) a C z pivodni piidni organické hmoty (5'*Cp) ve vydychaném
COa.. Poté jsem spocitala priming efekt vyjadfujici miru stimulace (procentualni navyseni)
rozkladu stavajici pudni organické hmoty diky vstupu Cerstvého substratu (rhizodepozic)

oproti vzorkiim bez rostliny (bez zizal/s zizalami).
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4.8 Statistické zpracovani dat

Nejprve jsem ovéfila homogenitu varianci pomoci Bartlettova testu (pred ANOVA testem) a
F-testem shody varianci (pted dvouvybérovym t-testem). V ptipadé potieby jsem pro dosazeni
shody wvarianci provedla logaritmickou transformaci dat. Poté jsem mezi vSemi Ctyfmi
experimentalnimi variantami hodnotila rozdily v rostlinnych a padnich vlastnostech. Vliv
pfitomnosti rostliny a zizal (a jejich interakci) na aktivni pH, obsah C, N, P v ptdé (vCetné
vodného vyluhu) a mikrobialni biomase, frakcionaci, stabilitu agregati, respiraci a
enzymatickou aktivitu jsem hodnotila pomoci dvoucestné analyzy variance (ANOVA).
V pripadé prikaznosti jsem provedla mnohonasobné porovnani pomoci Tukeyho HSD testu.
Poté jsem pouze ve variantach s rostlinou (tedy tam, kde vstupoval rostlinny C) testovala efekt
ptitomnosti zizal na rostlinnou biomasu a jeji obsah C, N, P, mnozstvi CO2 uvolnéného
zpuvodni POH a znového C, priming efekt a obsah nového C v pudé pomoci

dvouvybérového t-testu.

S Vysledky

5.1 Rostlinna biomasa

Biomasa rostlin byla pozitivn€ ovlivnéna pfitomnosti zizal (Obr. 4). Kukufice rostouci v pudé
s zizalami meély ~1,9x vét§i nadzemni (t10=5,78; P <0,001) a ~1,7x vétsi podzemni biomasu
(t10=3,96; P <0,01) (Obr. 4). Pritomnost zizal méla vliv také na obsah C, N a P v rostlinné
biomase a jeji zivinovou stechiometrii (Tab. 1). Rostlinna biomasa rostouci v pfitomnosti zizal
obsahovala vice uhliku (prikazné€ jen v nadzemni biomase) a dusiku (prikazné jen
v podzemni biomase), ale méné fosforu (prukazné opét jen v nadzemni biomase) (Tab. 1).
V disledku toho mély listy i kofeny kukufic ve variantach s zizalami prikazné vyssi N/P
pomeér a listy samotné také vyssi C/P pomér oproti kukuficim v padé bez zizal (Tab. 1). Pomér

C/N v rostlinach se vyznamné nelisil.
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Obr. 4: Velikost nadzemni a podzemni biomasy rostlin v gramech ve varianté bez zizal (R) a
s zizalami (RZ) (primér + SD, n=6). Rizna pismena oznacuji signifikantni rozdily mezi

hodnotami.

Tab. 1: Obsah C, N, P a jejich molarni poméry (C/N, C/P, N/P) v nadzemni a podzemni
biomase rostlin ve variantach bez zizal (R) a s zizalami (RZ) (pramér + SD, n=6). Tabulka
dale obsahuje vysledky dvouvybérového t-testu hodnoticiho vliv zizal (udana je hodnota
t testu, prukaznosti P, zkratka ns oznacuje nesignifikantni vysledek). Ruzna pismena oznacuji

signifikantni rozdily mezi hodnotami v ramci nadzemni a podzemni biomasy.

C (mg/g) N (mg/g) P (mg/g) C/N Cc/P N/P

Nadzemni biomasa
R 408,7+4,0>6 6,87+1,22 2,09+0,22 71+122 511+55P 7+1b

Rz 418,3+3,62 7,961,028 1,7040,2° 62172 643+632 11422

t10=4,01; t10=1,55; 110=-3,10; t10=-1,46; 110=3,53; 110=3,96;

Zizala P <0’01 ns P <0’05 ns P <0,01 P <0,01

Podzemni biomasa

R 353,6+38,32 5,65+0,5° 1,02+0,12 7352 90741542 12420
RZ 376,6+16,12 6,45+0,52 0,95+0,12 68452 1034+592 15+12
sizala t10=1,24; t10=2,71; t10=-1,62; t10=-1,47; t10=1,72; 110=3,53;

ns P <0,05 ns ns ns P <0,01

5.2 Pudni parametry

5.2.1 Pudni aktivni pH a obsahy C, N, P v pudé a vodném vyluhu
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Pudy se zizalami mé&ly nezavisle na pfitomnosti rostliny vyssi pH nez pudy bez zizal. Nejvyssi
pH 7,24+0,1 jsem naméfila v pude s zizalami bez rostlin, nejnizsi pH 6,97+0,1 v pudé pouze
s kukufici (Tab. 2). Obsah C v padé byl naopak ovlivnén ptitomnosti rostlin, které navysily
jeho mnozstvi o 3—4 % oproti samotné pude bez kukufic (Tab. 2). Obsah ptudniho N se mezi

variantami nelisil, proto mély pidy s rostlinami vyssi pomeér C/N.

Samotna puda (kontrola) obsahovala nejvice DOC (F1,16=5,65; P <0,05), ostatni
varianty pak obsahovaly asi 1,3x méné DOC a neliSily se od sebe (Obr. 5A). Pritomnost
rostliny (F1,16=165,6; P <0,001), zizal (F1,16=30,5; P <0,001), i jejich vzajemna interakce
(rostlina* Zzizala) (Fi,16=75,4; P <0,001), mély vliv na mnozstvi DN. Puda s kukufici
obsahovala nejméné DN, pfi¢emz rostliny zpusobily predevsim ubytek mineralnich forem N,
tedy NO3 a NH4" v porovnani s pidou bez rostlin (F1,16=220,9; P <0,001 a F1,16=9,38; P <0,01,
respektive) (Obr. 5B). Ve vysledku pak ve frakci DN v pidach s rostlinami dominoval
organicky rozpustény N (F1,16=5,43; P <0,05). Nejvice DN pak obsahovala pada s zizalami
bez rostlin (Obr. 5B), téméf 4x vice nez kontrolni puda a ~6x vice nez puda s rostlinami a
proto méla velmi nizky pomér C/N ve vodnim vyluhu (2,0240,6) (Tab. 2). Jeji DN frakce byla
z 95 % tvorena nitratovym N, 2 % tvoriil amoniakalni N a zbylé 3 % pak organicky N
(Obr. 5B). Obsah SRP byl ovlivnén jen ptitomnosti rostlin (F1,16=82,3; P <0,001), které jeho

obsah v pude¢ snizovaly oproti pidam bez rostlin (Obr. 5C).

Tab. 2: Padni pH, obsah padniho C, N a jejich pomér C/N a pomér rozpusténého C a dusiku
(C/N ve vodném vyluhu) v pidach jednotlivych variant: s rostlinou bez zizal (R), rostlinou
s zizalami (RZ), bez rostlin i zizal jako kontrola (O) a jen s zizalami (Z) (primér + SD, n=6,
6, 4, 4, respektive). Tabulka dale obsahuje vysledky ANOVA hodnotici vliv zizal, rostlin a
jejich interakci (udana je hodnota F testu, prukaznosti P, zkratka ns oznacCuje nesignifikantni
vysledek). Razna pismena oznaCuji signifikantni rozdily mezi padnimi vlastnostmi

jednotlivych variant.

pH C/N
C (mg/qg) N (mg/g) C/N vodni
(H20) .

vyluh
R 6,97+0,1° 20,5+0,62  1,59+0,032 150,22 1141,22
Rz 7,19+0,22 20,2+0,42  1,5510,042 15+0,32 12+1,12
(0] 7,150,110 19,640,8° 1,57+0,032 15+0,4° 113,22
7,24+0,12 19,7+0,8>  1,55+0,042 15+0,5° 2+0,6°
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F1,16=3,17; F116=4,52; F116=0,23; F1,16=5,87; F1,16=91,3;

rostlina ns P <0,05 ns P <0,05 P <0,001
sizala F1,16=6,61;  F116=0,30; F116=2,82; F116=0,96; F1,16=38,0;
P<0,05 ns ns ns P<0,001
. F116=0,94;  F116=0,30; F116=0,12; F116=0,16; F1,16=84,1;
rostlina*Zizala ns ns ns ns P <0,001
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Obr. 5: Mnozstvi A) DOC, B) DN (NO3+NH4+DON) a C) SRP ve vodném vyluhu
v jednotlivych variantach: s rostlinou bez zizal (R), rostlinou s zizalami (RZ), bez rostliny i
zizal jako kontrola (O) a s zizalami (Z) (primér + SD, n=6, 6, 4, 4, respektive). Riizna pismena

oznacuji signifikantni rozdily mezi hodnotami.

5.2.2 Mnozstvi C a C/N poméry v POM, MAOM

Rhizoboxy (1 kg ptidy) jednotlivych variant obsahovaly shodné ~10 g POM a dale ~345-370 g
MAOM, nejvice ve varianté s zizalou a rostlinou, avSak tento rozdil nebyl nepriikazny

(Tab. 3). Tyto dvé frakce organické hmoty se liSily koncentraci uhliku, kdy POM bylo tvofeno
33



uhlikem z 38 %, zatimco MAOM pouze ze 4 %. Ve vysledku v§ak POM véazalo asi jen 20 %
celkového C v rhizoboxu a MAOM zhruba 65-75 % celkového C v rhizoboxu. Frakce POM a
MAOM se dale lisily svymi poméry C/N (Tab. 3). Pomér C/N v POM dosahoval v priméru
hodnoty 24 a pfitomnost rostlin ho prukazné zvySovala, zatimco C/N pomér MAOM byl nizky,

v pruméru 13, a mezi variantami se nelisil (Tab. 3).

Tab. 3 Obsah POM a MAOM v gramech a pomér C/N ve frakci POM a ve frakci MAOM
v celém rhizoboxu (1 kg pady) s rostlinou bez Zizal (R), rostlinou s zizalami (RZ), kontrolni
bez rostliny i zizal (O), s zizalami (Z) (primér + SD, n=6, 6, 4, 4, respektive). Tabulka dale
obsahuje vysledky ANOVA hodnotici vliv zizal, rostlin a jejich interakci (udana je hodnota F
testu, prukaznosti P, zkratka ns oznacuje nesignifikantni vysledek). Rizna pismena oznacuji

signifikantni rozdily mezi hodnotami.

POM (g/kg) MAOM (g/kg) POMC/N  MAOM C/N

R 10,2+1,32 349,8+12,12 25+1,42 13+10,22
RZ 10,941,32 370,1+25,32 24+1,0°2 13+10,22
(o] 10,040,72 348,4+27,12 24+0,9 13+40,32
11,3+1,32 341,8+25,32 23+0,6° 13+10,22
. F1,16=0,05; F116=2,12; F1,16=5,40; F1,16=0,77;
rostlina ns ns P<0,05 ns
sizala F1,16=2,26; F1,16=0,90; F1,16=3,41; F1,16=0,57;
ns ns ns ns
rostlina*sizala F1,16=0,27; F1,16=1,74; F1,16=0,65; F1,16=0,01;
ns ns ns ns
A) a4 ¢ ®puvodni B) {7 . ®puvodni .
a* Bnovy B novy
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Obr. 6: Obsah uhliku, v¢etné pfispévku z rhizodepozice A) v POM a B) v MAOM v rhizoboxu

(1 kg ptdy) s rostlinou bez zizal (R), rostlinou s zizalami (RZ), kontrolni bez rostliny i zizal
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(O), s zizalami (Z) (pramér £ SD, n=6, 5, 4, 4, respektive). Grafy maji rozdilé méfitko na ose
y. Signifikantni rozdily mezi hodnotami obsahu uhliku v POM jsou oznaceny pismenem a

nového C v POM hveézdickou.

POM v rhizoboxech celkové obsahovalo zhruba 3900 mg C, k nimz v rostlinnych variantach
pfispival malym mnozstvim také novy C z kofent kukufice, a to asi 1 % ve varianté bez zizal
a 3 % v pude s zizalami (to=5,18; P <0,001) (Obr. 6A). MAOM vazalo asi 3,5x vice C nez
POM a rostlinny C tvotil opét zhruba 1,5 % (Obr. 6B). Celkové mnozstvi nového C
obsazené¢ho v POM+MAOM, reprezentujici Cistou rhizodepozici C za 56 dni trvani pokusu,
dosahlo 250-350 mg, s mirn€ vy$§im mnozstvim ve varianté se zizalou (to=1,90; P <0,1)

(Obr. 7). Rostlinny piispévek tak tvoril necela 2 % z celkového C v rhizoboxech.
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Obr. 7: Mnozstvi nového C pochazejiciho zkukufice ve frakcich POM+MAOM
v miligramech na cely rhizobox (1 kg pudy) s rostlinou bez zizal (R) a rostlinou s zizalami
(RZ) (prumér + SD, n=6 a 5, respektive). Riizna pismena oznacuji signifikantni rozdily mezi

hodnotami (P <0,1).

5.2.3 Stabilita agregatu

Stabilitu agregati ovlivnila pfitomnost rostliny (Fi,16=26,0; P <0,001) i zizal (F1,16=9,85;
P <0,01). Nejstabiln¢jsi agregaty se utvorily v pudach s kukufici a zizalami RZ, tato varianta

mela 1,7x vyssi index WSA nez kontrolni piida (Obr. 8). Index WSA pak klesal v potadi ptda
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s rostlinou, puda s zizalami a nejnizsi (avSak podobny Z) byl v pfipadé kontrolni pady

(Obr. 8).
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Obr. 8: Hodnoty indexu WSA indikuyjici stabilitu agregatti v jednotlivych treatmentech s
rostlinou bez zizal (R), rostlinou s zizalami (RZ), bez rostliny 1 zizal jako kontrola (O) a s
zizalami (Z) (pramér £ SD, n=6, 6, 4, 4, respektive). Riizna pismena oznacuji signifikantni

rozdily mezi hodnotami.

5.3 Mikrobialni biomasa a aktivita
5.3.1 Mikrobialni biomasa

MBC i MBP byly ovlivnény piitomnosti zizal v pidé, u MBP byla prikazna také interakce
mezi rostlinou a zizalami (Tab. 4). Pidy s zizalami mély niz§i MBC nez plidy bez nich
(Tab. 4). Naopak MBP v ptide¢ s rostlinou a zizalami narostl oproti pidam bez zizal 1,6-1,7x.
Ackoli se jednotlivé varianty neliSily v obsahu MBN, mikrobialni C/N pomér byl nejvySsi
v kontrolni pudée (Tab. 4). Pomér C/P a N/P mikrobialni biomasy neuvadim, jelikoz mnou
naméfené hodnoty MBP jsou velmi vysoké realtivné k MBC a MBN a neodpovidaji
koncentracim obvyklym pro mikrobialni biomasu (MBC/MBP=~60 (Cleveland & Liptzin,
2007)). Vzhledem k béznym hodnotam absorbance blanku a standardi kalibra¢ni kiivky a
nekolikrat kontrolovanému vypoctu predpokladam, ze se pravdépodobné jedna o specifikum

mnou vybrané mineralni a ptirozené fosforem bohaté ptdy.
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Tab. 4: Obsah C (MBC), N (MBN), P (MBP) a pomér C/N v mikrobialni biomase v pudé
z rhizoboxu s rostlinou bez zizal (R), rostlinou s zZizalami (RZ), bez rostliny i zizal jako
kontrola (O) a s zizalami (Z) (primér + SD, n=6, 5, 4, 4, respektive). Tabulka dale obsahuje
vysledky ANOVA hodnotici vliv zizal, rostlin a jejich interakci (udana je hodnota F testu,
prukaznosti P, zkratka ns oznaCuje nesignifikantni vysledek). Razna pismena oznacuji

signifikantni rozdily mezi hodnotami.

MBC (ug/g) MBN (ug/g) MBP (ug/g) CN
R 343,440,320 4474372 170,0£73,7° 940,7°
Rz 282,5+46,3>  34,644,9°  287,0469,22 100,42
(o) 308,6439,12  33,643,9°  183,9+33,4%®  1140,5°

254,1+14,5° 36,916,62 156,2+13,7° 8+1,3P
F1,15=1,76; F1,15=1,89; F1,15=3,18; F1,15=0,89;

rostlina ns ns ns ns
is F1,15=5,16; F1,15=1,56; F1,15=4,42; F1,15=2,97;
zizala P <0,05 ns P=0,05 ns
R F1,15=0,02; F1,15=3,58; F1,15=5,16; F1,15=9,75;
rostlina*zizala ns ns P <0,05 P <0,01

5.3.2 Rychlost respirace a priming efekt

Celkova rychlost mikrobialni respirace vyznamné narostla v pfitomnosti kukuftice (F1,15=40,9;
P <0,001), a to podobné v pfitomnosti 1 nepfitomnosti zizal (Obr. 9, R=RZ). Piispévek nového
C z kukufti¢nych rhizodepozic k celkovému toku CO2 byl ale vyssi v pfitomnosti zizal (42 %)
oproti (24 %) ve variantach, kde rostly pouze kukutice (Obr. 9, horni teCkované Casti sloupci).
Z porovnani tokit CO2 z puivodni POH mezi variantami s rostlinami a bez nich je zfetelny
pozitivni priming efekt (PE), tedy urychleni mineralizace pivodni POH po vstupu
rhizodepozic. Rychlost mineralizace pivodni POH vzrostla v pritomnosti kukufice v praméru
0 21-26 %, srovnatelné ve variantach s zizalami i bez nich (t9=0,43; ns, Obr. 9, sfarované ¢asti

sloupcu).
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Obr. 9: Mikrobidlni respirace v umol (C) g'' d! v piidach s rostlinou bez zizal (R), rostlinou
s zizalami (RZ), bez rostliny 1 zizal jako kontrola (O) a s zizalami (Z). U rostlinnych variant
je odlisena respirace z nového C (z rhizodepozic) (NC-CO?2). Respirace pochazejici z ptivodni
POH je rozdeélena na respiraci odpovidajici pidé bez rostlin (bez zizal O/s zizalami Z) a extra
respiraci z POH vyvolanou vstupem rhizodepozic, tedy odpovidajici pozitivnimu priming
efektu (PE) (pramér = SD, n=6, 5, 4, 4, respektive). Rizna pismena oznacuji signifikantni
rozdily mezi hodnotami respirace pochazejici z ptivodni POH (POH-CO2+PE) a hvézdicka

znadi signifikantni rozdily v celkové rychlosti respirace.

5.3.3 Enzymaticka aktivita

Pritomnost rostliny i zizal méla vliv pfedevsim na aktivitu oxidativnich enzymu (Obr. 10).
Nejvyssi aktivita oxidativnich enzymi byla zjisténa u kontrolni pady, v pudach s rostlinami
(F1,16=158,2; P <0,001) a s zizalami (F1,16=213,1; P <0,001) klesala a nejnizsi byla v padé s
kukufici a zizalami (prikazna interakce F1,16=65,9; P <0,001). Aktivita hydrolytickych
enzymu byla jen slabé ovlivnéna rostlinou, v jeji pfitomnosti mirné narustala (Fi,16=3,56;

P <0,1). Nejnizsi pak byla v pudé, ktera obsahovala jen zizaly (Obr. 10).
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Obr. 10: Celkova potencialni aktivita extracelularnich hydrolytickych enzymi a oxidativnich
enzymu v pudach s rostlinou bez zizal (R), rostlinou s zizalami (RZ), bez rostliny i zizal jako
kontrola (O) a s zizalami (Z) (pramér + SD, n=6, 6, 4, 4, respektive). Rlizna pismena oznacuji

signifikantni rozdily mezi hodnotami.

6 Diskuse

V mé praci jsem v osmitydennim pokusu provedeném v rhizoboxech v laboratornich
podminkach sledovala vliv endogeickych zizal druhu Aporrectodea caliginosa na rust a
prvkové slozeni biomasy rostlin kukufice Zea mays, a dale vliv zizal a kukufi¢nych

rhizodepozic na dostupnost zivin (N a P) v pade¢ a stabilizaci POH.

6.1 Pritomnost zZizal méla pozitivni vliv na rast rostlin

Zizaly pozitivng ovlivnily rist rostlin, kdy nadzemni biomasa byla 1,9x vy$si a podzemni 1,7x
vy$si oproti biomase kukufic pii absenci zizal (viz Obr. 4), coz se shoduje s moji hypotézou
H1. Pozitivni efekt zizal na rist rostlin zaznamenali také autofi dalSich studii (Mao et al., 2023;
Van Groenigen et al., 2014) u riznych pudnich typa i ekologickych skupin zizal (Mao et al.,
2023). Jiné prace ale naznaCuji, Zze vysledny efekt mize také zaviset na druhu rostliny.
Metaanalyza Scheu (2003) ukazala neprikazny az negativni vliv zizal na biomasu luskovin,

coz bylo dale potvrzeno 1 experimentem Zheng et al. (2020), ktefi pozorovali v pfitomnosti
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anektického druhu Metaphire guillelmi narast biomasy pouze u jilku (Lolium perenne) a
nadzemni biomasy kukufice (Zea mays) a zadny vliv u sledovanych bobovitych rostlin. Rist
a velikost nadzemni versus podzemni biomasy v pfitomnosti zizal se dale muze lisit
v zavislosti na stafi rostliny (Welke & Parkinson, 2003) a pudnich podminkach (Mao et al.,
2023).

Zizaly mohou zvySovat primarni produkci riznymi mechanismy, napf. distribuci a
stimulaci rostlinnych symbionti (Wu et al., 2012), jako jsou napfiklad N> fixujici bakterie
(Barois et al., 1987; Simek et al., 1991), produkci latek s uginkem podobnym rostlinnym
hormontm (Nardi et al., 1994), biokontrolou rostlinnych patogenti, zménou struktury pudy a
zvySenou dostupnosti zivin (Scheu, 2003). Praveé lepsi zivinova vyziva, a to zejména dusikem,
je povazovana za jeden z hlavnich mechanismu pozitivniho pisobeni Zizal na stav a rust rostlin
(Van Groenigen et al., 2014). Na to poukazuji ve shod¢ s hypotézou H1 1 vysledky mého
pokusu, ve kterém biomasa kukufice obsahovala vice dusiku v porovnani s rostlinami v pade
bez zizal (viz Tab. 1). OvSem zcela opacny vysledek jsem zaznamenala v pfipadé obsahu
fosforu, kdy rostlinnd biomasa v zizali varianté byla o P ochuzena, a to hlavné v nadzemni
biomase (v priméru o 20 %, viz Tab. 1), oproti varianté bez zizal. To je ¢asteCné v rozporu
s moji hypotézou HI1 a také s vysledky nékterych jinych studii poukazujicich na zvySeny
ptijem P rostlinami v pfitomnosti zizal (Mao et al., 2023; Ros et al., 2017). K odhaleni
mechanismua stojicich za lepsi dusikovou, ale naopak horsi fosforovou vyzivou rostlin
v pritomnosti zizal je tfeba dale porovnat vlastnosti pud v kontrolach (O) a ve variantach se

samotnymi zizalami (Z) a dale i se samotnymi rostlinami (R).

6.2 Mechanismus lepsi dusikové vyzivy rostliny v pritomnosti zizal

Vysledky mého pokusu potvrzuji dulezity vliv Zizal na recyklaci a dostupnost dusiku. V padé
se samotnymi zizalami bez rostlin jsem naméfila az 14x vys$i koncentrace dusi¢nanového N
nez v kontrolni pudé (viz Obr. 5B, Z vs O). To spojuje pfitomnost zizal se zvySenou
mineralizaci organického N a jeho naslednou nitrifikaci, jako ukazala detailng&jsi studie Parkin
& Berry (1994). Ve zminéné studii Cerstvé casts zizal Octolasion tyrtaeum a Aporrectodea
tuberculata obsahovaly zprvu zna¢né mnozstvi NH4", jehoz koncentrace zacala po dvou
tydnech klesat ve prospéch zvySujici se koncentrace NO3™ (Parkin & Berry, 1994). Jde o to, ze
v casts je natravena organickd hmota smichana s zizalim mukusem, ktery mize mit pomeér

C/N ~5 (pro endogeickou zizalu (Guhra et al., 2020)) a je dusikem vyrazné bohatsi vzhledem
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k potfebam ptidnich mikroorganismii (v mém pokusu byl pomér C/N mikrobialni biomasy
~10). Pfi jeho rozkladu se tak ve velkém mnozstvi muize uvolfiovat mikroorganismy
nespotfebovany amoniakalni N, ktery je postupné nitrifikovan. Navic zizaly vymésuji N také
ve formé mocoviny nebo amonné formé (Simek, 2019). Padni mikrobialni biomasa,
nachazejici se v prostfedi s vysokou dostupnosti N v pfitomnosti zizal, méla nizsi pomér C/N
oproti kontrolni pudé (viz Tab. 4, Z vs O), ale byla také celkové mensi, tzn., Ze obsahovala
mensi mnozstvi C, a to zhruba o 18 %. Pokles MBC v pud¢ s zizalami si vysvétluji tim, Ze
zizaly poziraly pidu — mineralni castice spolu s pudni organickou hmotu a na ni
mikrobialni biomasy, na coz poukazuji nekteré dalsi studie (Devliegher & Verstraete, 1995;
McLean et al., 2006). Podobné snizeni MBC (o 15 %) pozoroval i Fraser et al. (2003)
v opadovém experimentu s A. caliginosa. Snizovani mikrobialni biomasy je tedy ziejmé
spojeno hlavné s aktivitou endogeickych druht zizal prozirajicich se pudou, ktera nabizi
obecné mén¢ kvalitni potravu. Naopak druhy zizal zivici se rostlinnym opadem a na ném
narostlymi mikroorganismy, ktery nasledné transportuji do ptudy, mohou mit tendenci

mikrobialni biomasu zvySovat (McLean et al., 2006; Wu et al., 2017).

Ke snizeni mikrobialni biomasy doSlo, i pokud v rhizoboxu s zizalami byla rostlina
(RZ), ktera zasobovala mikroorganismy rhizodepozicemi. I kdyz i zde zizaly urychlovaly
recyklaci N, coz dokazuje vétsi a dusikem bohatsi biomasa kukufice, pudni mikrobialni
spoleCenstvo nebylo obohaceno o N tak, jak tomu bylo v pid€ se samotnymi zizalami (viz
Tab. 4). Vysvétlenim je velmi nizka koncentrace dusi¢nant v pud¢€ varianty RZ (az 30x, viz
Obr. 5B, srovnani sloupct Z a RZ), coz ukazuje na jejich nizkou aktualni dostupnost v pade,
zpusobenou rychlym a efektivnim pfijmem kofeny, jak ukazuji i dalsi prace (Haimi et al.,
1992; Mao et al., 2023). Podle Kuzyakov & Xu (2013) sice mikroorganismy dokazi vyuzit N
dostupny v pud¢ rychleji nez rostliny, nicmén€ vzhledem k rychlému obratu jejich biomasy
v fadu dni ho brzy uvolni zpét do pudy, kde je znovu pfistupny rostlinam, které si o néj
s mikroorganismy konkuruji (Jilling et al., 2018). Vzhledem k hustému prokotfenéni
rhizoboxli, obohaceni rostlinné biomasy o dusik, velmi nizké koncentraci vodou
extrahovatelnych dusi¢nani a pomérné nizké mikrobialni biomase ve varianté RZ 1ze tvrdit,

ze kukufice byly v prostiedi se zizalami silnymi konkurenty mikroorganismi o dusi¢nany.

6.3 Mechanismus zhorsené vyzivy rostlin fosforem v pritomnosti zizal
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Samotné zizaly nijak neovlivnily dostupnost fosforu v pudé€, jak ukazuji srovnatelné
koncentrace rozpusténého reaktivniho P v obou ptdach bez rostlin, tak i v obou variantach s
rostlinami (viz Obr. 5C). Také zaveéry dalSich studii o dostupnosti fosforu v pfitomnosti zizal
jsou nejednoznacné. Napiiklad Ros et al. (2017) ve své studii nasli vét§i mnozstvi
rozpusténého anorganického fosforu v casts anektické zizaly L. terrestris, zatimco v okolni
pudé zustala jeho koncentrace po dobu experimentu stabilni. Vy§si mnozstvi labilnich forem
P bylo naméfeno 1 v porech vzniklych €innosti anketické zizaly L. terrestris (Athmann et al.,
2017). I nékolik dalsich studii poukazuje na zvySené mnozstvi dostupného P v casts (Ros et
al., 2017; Vos et al., 2014), ale také na rozdily mezi ekologickymi skupinami zizal s vys$§im
mnozstvim fosforu v casts epigeickych a anektickych druhti oproti endogeickym, ke kterym
se fadi 1 mnou pouzitd A. caliginosa. Protoze jsem nemeéfila mnozstvi SRP v samotnych casts,
mohu podle Van Groenigen et al. (2019) jen pfedpokladat jejich mirné obohaceni fosforem,

ale v pud¢ celého systému tento efekt patrny nebyl, podobné jako ukazali Ros et al. (2017).

Ve varianté s zizalami, kde byly rostliny chudsi fosforem, jsem ale zarover nasla
nejveétsi mnozstvi P imobilizované v mikrobialni biomase (1,7x vyssi nez ve varianté bez zizal,
viz Tab. 4, RZ vs R)*. Takto vyznamné obohaceni mikrobialni biomasy fosforem, ktery je
obsazen predevsim v membranach, ATP a RNA potiebné pro tvorbu ribozomu (Elser et al.,
2000), ukazuje na rychly rast a vysokou aktivitu mikroorganismt. Dostupny fosfor byl tedy
v pfitomnosti zizal pfijat rychle rostoucim mikrobiadlnim spolecenstvem a byl v ném b&hem
rychlého obratu recyklovan a nebyl rostliné zpfistupriovan tak, jako tomu bylo v pfipadé
dusiku. Zajimavé by proto bylo zjistit rozdily ve slozeni mikrobialnich spolecenstev
(zastoupeni r-stratégu a identitu rychle rostoucich druhil), piipadné také rozdily v obsahu

polyfosfati v mikrobialni biomase jednotlivych variant.

Dostupnost zivin, aktivita enzyma a mikroorganismi a pravdépodobné i slozeni
mikrobialniho spoleCenstva v ptitomnosti zizal mohly byt ovlivnény také zménami pH, nebot’
pH v casts se vétsinou zvySuje 0 0,5 az 2 jednotky oproti okolni padeé (Ros et al., 2017). To je
spojeno s aktivitou vapenatych zlaz v travici soustavé zizal, slouzicich pravdépodobné
k neutralizaci potravy nebo piitomnosti alkalickych exkreci zizal v casts (Ros et al., 2017; Van

Groenigen et al., 2019). V souladu s témito zjisténimi jsem v mém experimentu pozorovala

*Zde znovu upozoriuji, ze naméfené hodnoty MBP v mém pokusu jsou velmi vysoké relativné k MBC
a MBN, jak jiz vysvétluji ve vysledcich. Pokladam vsak trend vyssiho obsahu MPB v rostlinné varianté

s zizalami oproti ostatnim variantam za platny.
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prukazné zvySeni pH pud v zizalich variantach (o 0,1-0,2 jednotky) oproti pudam bez Zzizal
(viz Tab. 2), a to i presto, ze jsem méfila pH ve zhomogenizované pudeé z celého rhixoboxu,
nikoli jen v casts a ze je uvadéno, ze druh A. caliginosa ma zieymé vapenaté zlazy malo

vyvinuté (Piearce, 1972).

6.4 Osud rhizodepozic v pudé a jejich vliv na cyklus uhliku

Rostliny prostfednictvim rhizodepozic vyluCovanych z kofend mirn€ zvySovaly pudni
mikrobialni biomasu (MBC) (viz Tab. 4) a jeji aktivitu, coz se projevilo zvySenou respiraci
oproti kontrolni pudé (viz Obr. 9). Tyto vysledky jsou v souladu s mou hypotézu H2.
Rhizodepozice predstavuji vzhledem k jejich slozeni snadno dostupny zdroj C a energie pro
mikroorganismy. Napfiklad dle Hiitsch et al. (2002) jsou kukuficné rhizodepozice ze 79 %
tvoreny ve vodé rozpustnymi exudaty s nejvétsim podilem sacharida, jako je glukoza, fruktoza

a sacharoza, které jsou velmi rychle vyuzity mikroorganismy (Yevdokimov et al., 2006).

Na konci pokusu jsem v rhizoboxech nalezla zhruba 300 mg nového C, reprezentujici
&istou rhizodepozici na jednu rostlinu kukufice (viz Obr. 7). Cista rhizodepozice je viak vzdy
jen podilem celkové, tzv. hrubé rhizodepozice, z niz je po vstupu do pudy zhruba polovina
prodychana (Pausch & Kuzyakov, 2018). Napftiklad v experimentu Shepherd & Davies (1993)
se “C znagenou Brassica napus bylo 35-51 % nového C vydychano mikroorganismy a
v pokusu Hiitsch et al. (2002) bylo beéhem 3denni inkubace prodychano 36-66 % znacenych
testovanych slozek rhizodepozic (glukoza, kyselina asparagova a citronova) piidanych
do pudy. Ijajsem dosla k podobnym vysledkiim, kdyZz jsem na zakladé jednorazového méfeni
rychlosti respirace 1 izotopového slozeni CO» vypocitala prispévek nového C k respiraci a
hrubé pak odhadla mnozstvi nového C vyrespirovaného za celou dobu trvani pokusu (56 dni).
Muj hruby odhad byl, Ze Cista rhizodepozice mohla ¢Cinit 46-53 % celkového vstupu C hrubou

rhizodepozici, coz je v souladu s predchozi literaturou.

Aktivita zizal pfitom vyrazné€ ovlivnila mnozstvi i osud rhizodepozic v pidé. Mnozstvi
nového C z rhizodepozic bylo ve vysledku zhruba o 30 % vétsi v rhizoboxu s zizalami nez bez
nich (viz Obr. 7) a zaroven zde novy C také vice prispival k celkové respiraci, kdyz tvoril
42 % z celkového mnozstvi C vydychaného mikroorganismy oproti pouze 24 % ve varianté
bez zizal (viz Obr. 9, horni teCkované Casti sloupcii RZ vs R). Lze tedy odhadnout, Ze hruba
rhizodepozice byla az 1,5x vyssi v pude s zizalami, coz odpovidalo i vétsi rostlinné biomase
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v této varianté, a zarover to ukazuje, ze zizaly diky stimulaci ristu rostlin podpotily i produkeci
rhizodepozic, na coz poukazuji 1 jiné studie (Huang et al., 2015). Vyssi podil C z rhizodepozice
v respiraci (uvedeny vyse) zaroven ukazuje, ze rhizosférni spoleCenstvo s zizalami svou
aktivitou vice zaviselo a vice vyuzivalo pravé tento dostupny C. Mikrobiélni spoleCenstvo
v této varianté bylo mensi, ale dychalo srovnatelné jako mikrobialni biomasa v Cisté rostlinné
varianté, a vykazovalo tak vyssi specifickou aktivitu na jednotku MBC. Pokud uvazim i jeho
vysoky obsah MBP (viz Tab. 4), opét to poukazuje na rychly rast a obrat mikrobialni biomasy,
vyuzivajici ve vétsi mife snadno dostupné latky vylucované rostlinou. Predpokladam, ze toto
mikrobialni spolecenstvo s rychlym obratem mohlo ve varianté s zizalami slouzit jako jejich
potrava, coz zpusobilo pokles MBC o 18 % oproti Cisté rostlinné varianté (viz Tab. 4, RZ vs
R) podobné, jako jsem jiz popsala vyse pro varianty bez rostlin. Zizaly si pak nepiimo, pies
pozirané mikroorganismy (Ostle et al., 2007) ¢i ptfimou konzumaci rhizodepozic (Gilbert et
al., 2014; Zheng et al., 2018) nebo mikrobialnich metabolitd z nich (Huang et al., 2015)
obohacuji svou biomasu o rostlinny C. Na konci mého pokusu obsahovala téla zizal od 0,03
do 0,45 % C z rhizodepozic, coz svédci o tom, ze zizaly ziskavaji rostlinny C nékterym z vyse

uvedenych procesu.

Vliv rostlin na cyklus C v pudach, dale také ovlivnéni Cinnosti zizal, byl dobfe patrny
predev§im ve frakci POM. Ackoli vSechny varianty obsahovaly podobné mnozstvi POM-C,
v ptitomnosti rostlin ubylo ptivodniho POM-C oproti kontrolni ptidé o cca 100-150 mg na
rhizobox a novy, rostlinny POM-C celkové mnozstvi opét navysil (viz Obr. 6A). Je tedy
ziejmé, ze vstup rhizodepozic podpoftil rozklad puvodni POM (viz dale diskuse o priming
efektu) a zaroven jeji mnozstvi doplnil, pfesnéji tedy zvySil rychlost obratu POM.
Predpokladam, ze novy POM-C mohl vstupovat do pidy i v partikulované formeé jako mrtvé
kofenové buriky, ale predev§im k nému asi pfispéla nova mikrobialni biomasa narostla na
ptivodni POM, kterou metoda hustotni frakcionace nedokaze oddélit. Pfitom ve varianté
s zizalami piibylo nového POM-C vice nez ve varianté bez zizal (120 vs 50 mg kg™! nového
POM-C, viz Obr. 6A, RZ vs R). Pfedpokladam, ze vétsi podzemni biomasa rostlin, spojena
s vétsi rhizodepozici a pravdépodobné i s rychlejsim obratem kofenové biomasy (Villarino et
al.,2021), rychlej§im obratem mikrobniho spolecenstva a spolu s moznou konzumaci jemnych
korinka zizalami (Gilbert et al., 2014), by pak mohly vysvétlit vétsi akumulaci nového POM-

C ve varianté s rostlinami obsahujici i1 zizaly.
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Naprosta vétSina uhliku, 65-75 %, byla v pudach vazana v MAOM. To odpovida
zjisténi Begill et al. (2023), ze 72 % celkového C v lu¢nich ptudach je ve frakci MAOM, tedy
ze vétSina OH je transformovana a takto stabilizovana. Stejné jako v ptipadé POM jsem
v rhizoboxech s rostlinami byla schopna detekovat rostlinny pfispévek k uhliku v této frakei,
ktery byl vSak srovnatelny mezi variantou s zizalami a bez zizal (viz Obr. 6B, RZ vs R).
V rostlinné varianté bez zizal (R) tento novy MAOM-C z rostliny vyrovnal mirny ubytek
pivodniho MAOM-C oproti kontrolni pade. To je opét v souladu se studiemi, které ukazuji,
ze rhizodepozice jednak zpusobuji destabilizaci MAOM (Jilling et al., 2021; Li et al., 2021),
ale také prispivaji k jeji tvorbé (Sokol, Kuebbing, et al., 2019; Villarino et al., 2021). Mala,
pouze <2% vymeéna MAOM-C za 56 dni pokusu ukazuje na pomérné pomaly obrat uhliku
v této frakci (Jilling et al., 2018), ktery by v mém pripad€ odpovidal zhruba 10 letim. Pfesnéjsi
vysledky o obratu C v jednotlivych frakcich POH by vysly z porovnani jejich mnozstvi na
zaCatku (v pavodni pudé€) a na konci pokusu, které jsem ovSem neprovadéla. Mohu tak

srovnavat pouze s kontrolni padou na konci pokusu.

Ubytek ptivodniho POM-C i MAOM-C v rostlinnych variantach oproti kontrolni ptidé
ukazoval, ze vstup Cerstvého substratu z zivych kofent vyvolal pozitivni rhizosférni priming
efekt (Kuzyakov, 2010). Z izotopového signalu C v CO> uvolnéném z pud s rostlinami jsem
spocitala, ze rozklad plivodni POH byl asi o 21-26 % vysSi v porovnani s piadami bez rostlin
(viz Obr. 9, Srafované ¢asti sloupcti R a RZ). Takovy priming je pomérmneé nizky v porovnani
s pracemi, kde byla exudace napodobovana pridavky Cistych chemikalii do pad (Cheng et al.,
2014). Odpovida ale vysledkim nékterych predchozich praci s rostlinami, kdy napftiklad
Kastovska et al. (2022) ve své studii zaznamenali zrychleni mineralizace POH v pfitomnosti
rostlin rodu Carex a Glyceria asi o 9-23 %. Pozitivni rhizosférni PE mohl byt zptsoben
zvySenou mikrobialni aktivitou nebo piimo pusobenim rhizodepozic na destabilizaci POH
(Dijkstra et al., 2021). Pozitivni rhizosférni PE sice zpisobuje tibytek pavodni POH, nicméné
dle mych odhadd byly tyto ztraty vybalancovany, ba dokonce pfevysSeny vstupem
rhizodepozic, coz podporuje mou hypotézu H3. Odhadla jsem, ze se za 56 dni vlivem
pozitivniho rhizosferniho PE mohlo prodychat okolo 115-120 mg ptivodniho C na rhizobox s
kukufici bez zizal podobné jako s zizalami, coz bylo 2-3x méné v porovnanim s mnozstvim
nového C na konci pokusu (250-350 mg/kg). Rhizodepozice tedy zvySuji obrat POH, ale
doplnuji zpét zasoby C v pudach. Je zajimavé, ze ackoli byl v rostlinné varianté s zizalami
(RZ) vstup rhizodepozic vétsi nez bez zizal, PE byl v obou variantach srovnatelny. To je
v rozporu s druhou ¢asti mé hypotézy H2, kdy jsem piedpokladala, ze se zvySenou Cistou
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rhizodepozici roste 1 PE (Kastovska et al., 2022). Nesouhlasi to ani s vysledky nékterych
studii, které poukazaly na to, Ze i zizaly mohou zvys$it rozklad POH a zpusobit tedy pozitivni
PE (Bossuyt et al., 2005; Zhang et al., 2013). M¢ vysledky proto poukazuji na zvySenou

stabilizaci POH v pfitomnosti zizal.

6.5 Stabilizace POH v pritomnosti zizal a rostlin

Jak jsem jiz zminila, v pfitomnosti zizal dochazelo ke snizeni mikrobialni biomasy, patrné
jejim poziranim a travenim spoleCné spudou. Pfitom pravé mikroorganismy
zprostiedkovavaji rozklad, pfemeény a mineralizaci POH. Toto snizeni bylo vzdy spojeno i
s poklesem aktivity oxidativnich enzymi, ve varianté jen s zizalami i s poklesem hydrolytické
aktivity (viz Obr. 10) a s poklesem rychlosti mineralizace puvodni POH (viz Obr. 9). Také
respirace z puvodni POH vyjadiena na jednotku MBC byla vzdy nizsi oproti variantam bez
zizal. 'V pudach bez rostlin byl tento pokles vyrazny, asi o 12 %, coz mohlo byt znamkou
nedostatku cerstvého rostlinného substratu jako zdroje C a energie. Pozorované snizeni
mikrobialni biomasy a jeji rozkladné aktivity miize souviset s postupnou rostouci stabilizaci
stavajici POH spojenou s zizali aktivitou (Vidal et al., 2019). Aktivita zizal vedla ve shod¢ s
moji hypotézou H3 k tvorbé stabilnéjSich agregati ve srovnani s témi v kontrolni padé (1,2x
vys$si index WSA, viz Obr. 8, Z vs O), coz souhlasi s vysledky pfedchozich studii Hallam &
Hodson (2020) pro endo- a epigeickou zizalu (A. chlorotica a L. rubellus, respektive) Ci
Bossuyt & Hendrix (2004) pro endogeickou zizalu A. caliginosa. Ptispévek zizal ke tvorbé
agregatu je patrn€ vyznamnéj$i v mineralnich ptdach s niz§im mnozstvim organické hmoty
(Hallam & Hodson, 2020), coz odpovida charakteru pidy v mém pokusu. Pfedpokladam, ze
prave tato postupna stabilizace organické hmoty uzavienim ve stabilnich agregatech, tvoticich
se v zizalich casts, byla hlavni pficinou nizsich celkovych ztrat C z ptivodni POH v porovnani

s pudami bez Zizal (viz Obr. 9, sloupce Z a O).

Samotné rostliny prispély k tvorbé stabilnich agregatii dokonce vice nez Cinnost Zizal
v pudach bez Certvého rostlinného vstupu. Puda s rostlinami bez zizal (R) méla 1,4x vyssi
index WSA nez kontrolni pada (viz Obr. 8, R vs O), coz je v souladu s mou hypotézou H3.
Podobné i Blanchart et al. (2004) ve svém terénnim manipulativnim experimentu na
pastvinach s rostlinou Digitaria decumbens zjistili, ze pfitomnost rostlin ovlivnila stabilitu

agregatll vétsi mérou nez pritomnost zizal. Zatimco predchozi studie ukazaly, ze kofeny
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mohou pudni agregaty destabilizovat, a zaroven mohou pfispivat k jejich tvorbé a stabilizaci
(Six et al., 2004; Wang et al., 2020), rostliny v mém pokusu mely jednoznaéné pozitivni vliv

na stabilitu agregatu.

Nicméné, vsouladu s mou hypotézu H3, se nejstabiln&j§i agregaty vytvofily
v pritomnosti Zivych kofenu a zizal zaroven (1,7x vy$si WSA nez v kontrole, viz Obr. 8, RZ
vs O), coz si vysvétluji kombinaci jejich pozitivniho pisobeni na pudni strukturu. Zaroven
doslo, k jiz zminénému snizeni aktivity oxidativnich enzymu (viz Obr. 10), které rozkladaji
strukturni latky jako je naptiklad lignin (Grandy & Neff, 2008; Hendel et al., 2020). Snizeni
jejich aktivity, které bylo nejpatrnéjs§i pravé ve variant¢ RZ, indikuje zvySenou stabilizaci
organické hmoty, pravdépodobné piedev§im POM, ktera je vétSinou tvorena z malo
rozlozeného rostlinného materialu s velkym podilem strukturnich latek. Zarovefi mozné
pozirani jemnych kofinka zizalami, prichod stfevem a uzavieni v casts mohlo pfispét i ke
stabilizaci nového POM-C v agregatech (Vidal et al., 2019), a pfispét tak 1 k jeho zvySeného
mnozstvi v pidé RZ oproti R (viz Obr. 6A). Spole¢na aktivita rostlin a zizal tedy vedla
k nejefektivnéj§imu uzavieni POM do stabilnich agregatd, coz vedlo ke snizeni dostupnosti
kysliku a omezeni pfistupu mikroorganismim k ni (Cotrufo & Lavallee, 2022). Zaroveri,
ackoli se celkové mnozstvi MAOM-C mezi variantami prukazné nelisilo (viz Obr. 6B), byl na
konci experimentu v rhizoboxu s rostlinou a zizalami (RZ) patrny trend zvySeného mnozstvi
MAOM-C, tvoreného predevsim ptivodni POH (viz Obr. 6B). Do pady s Zizalami vstupovalo
vice rhizodepozic a relativné vice jich bylo prodychavano, fungovani tohoto systému bylo tedy
zalozeno hlavné na novém C, zatimco puvodni POH , se Setfila“. Velmi aktivni mikrobialni
biomasa, bohata na fosfor, zaroveri mohla tvofit vétsi mnozstvi nekromasy jak z pivodni POH
(vyrazn&jsi ubytek POM), tak z nového C, ktera je dileZita pro tvorbu MAOM. Ze je MAOM
vyznamné obohacend o mikrobialni nekromasu a dal$i mikrobialné preménéné produkty
(Cotrufo & Lavallee, 2022; Lavallee et al., 2020) je zfeymé 1 z nizkého poméru C/N v této
frakci. Narozdil od jen Castecné rozlozené POM s C/N kolem 24 (viz Tab. 3), coz je pomér
blizky spisSe ptivodni rostlinné biomase, postupny rozklad exoenzymy a nasledna mikrobialni
pfeména OH v pudé vedla k postupnému snizovani poméru C/N. Pomér C/N v MAOM v mém
ptipadé dosahoval 13 (viz Tab. 3) a pfiblizil se tak C/N v mikrobialni biomase, dosahujici
hodnot 8-11. Podobny C/N pomeér 13-15 muze mit také MAOM v casts zizal, jak zjistil ve
svém pokusu se zizalami a kofenovym opadem Vidal et al. (2019). Mirn€ mensi prispévek
nového C k vétSimu poolu MAOM-C v této varianté naznacuje také pomalej$i obrat celkové

MAOM. Vse zminéné poukazuje ve shod¢é s mou hypotézou H3 na nejvétsi stabilitu POH pii
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spolecné aktivité rostlin a zizal, ktera zieymée podporuje lepsi fyzikalni 1 chemickou stabilizaci

C v pude.

7 Z.avér

Hlavnim cilem mé prace bylo zjistit, zda a jak endogeické zizaly druhu Aporrectodea
caliginosa ovliviiyji rast a prvkové slozeni biomasy rostlin kukufice Zea mays a podminky
v rhizosfére, vCetné dostupnosti zivin, cyklu uhliku a jeho stabilizaci v pudé. Vysledky
osmitydenniho pokusu provadéného v rhizoboxech ukazaly, ze zizaly jednoznacné
stimulovaly rust rostlin, a to pfedevsim diky urychleni recyklace dusiku, ktery rostliny velmi
G&inng piijimaly z pidy a zabudovaly do své biomasy. Céastené v rozporu s mou hypotézou
H1 vsak byl fakt, Ze rostlinna biomasa v pfitomnosti Zizal byla ochuzena o fosfor, a to kvili
jeho zvysSené imobilizaci v pudni mikrobialni biomase. Aktivita mikroorganismi byla
jednoznacné stimulovéana rostlinnymi rhizodepozicemi. Ty jednak tvotily 20-40 % uhliku
vydychaného mikrobialnim spoleCenstvem a také urychlovaly rozklad ptivodni POH asi o
20 % v porovnani spudami bez rostlin. Ackoli vétsi rostlinna biomasa vytvorena
v pritomnosti zizal zajiS§tovala vétsi vstup rostlinnych rhizodepozic do pidy, priming efekt to
nezvysilo a byl tak velmi podobny v obou rostlinnych variantach bez ohledu na pfitomnosti
zizal, coz bylo ¢astecné v rozporu s mou hypotézou H2. Padni aktivita v thizoboxu s rostlinou
1 zizalami byla mnohem vice z&visla na novém uhliku z rhizodepozic a méné na mineralizaci
pivodni POH. Velmi aktivni mikrobialni biomasa srychlym ristem a obratem a
pravdépodobné vyznamnou tvorbou nekromasy, spolecné s aktivitou zizal a kofend rostlin
vedla v souladu s hypotézou H3 k tvorbé nejstabilnéjsich agregatti a podpote tvorby MAOM
jakozto nejstabiln€jsi frakce POH a zaroven k nejvétsi redukci oxidazové aktivity v pade. Lze
tedy shrnout, ze v pfitomnosti rostlin i zizal doSlo k nejefektivnéjsi fyzikalni i chemické

stabilizaci POH.
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