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Vliv Cd na piidni mikroorganismy — od pedonu po ptadni
agregat

Souhrn

Diplomova prace se zabyvala zkoumanim puadnich vzorkl z oblasti Praha-Vinof.
Na dv¢ parcely v této oblasti byl v 80. letech navezen rybni¢ni sediment z mistnich rybnika
Velké a Malé Oburky, ktery byl kontaminovany potencialné rizikovymi kovy, pievazné
kadmiem. Do rybnikii se tato kontaminace dostala vyplavovanim z nedaleké opravny
leteckych motord.

Pidni vzorky byly odebrany podle odbérové sité, kterd byla navrzena tak, aby
postihovala celé kontaminované tzemi. Odbéry probihaly povrchové v kopanych sondach
(s-surface a d-depth), i hloubkové ve dvou vrtanych sondach pomoci vrtné soupravy
(sonda A-odbérové misto 6 a sonda B-odbérové misto14). Pudni vzorky byly také zpracovany
odlisné. Zatimco z kopanych sond se odebiral smésny plidni vzorek, z vrtanych sond byly
odebrany plidni agregaty. Z plochy bylo odebrano 30 vzorkt, v ptipad¢ sond se jednalo o 11
vzorkl pro sondu A a 10 pro sondu B z riiznych hloubek. Celkem bylo tedy odebrano 51
vzorki pidy z 20 odbérovych mist. Tyto piidni vzorky byly podrobeny fyzikalné-chemickym
analyzam: pH; organicky uhlik (Cox); oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al (Feoy, Alo,
Mnoy); kationtovd vyménna kapacita (KVK); pseudototalni obsahy rizikovych prvkl (Cdgg;
Zn,q) a fyzikalni vlastnosti dle Kopeckého valeckt. U vSech vzorkl bylo také stanoveno
slozeni bakteridlniho spolecenstva pomoci molekularnich metod.

Pro stanoveni bakterialniho spolecenstva bylo tfeba extrahovat DNA z ptdy, provést
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) s primery pro prokaryota a sekvenovani v servisni
laboratofi. U vzorkll z plochy byla extrakce provadéna z navazky jemnozemé (0,5 g). Tuto
extrakci a PCR provadéli pracovnici VURV,v.v., Praha. Autorka prace provadéla extrakci
DNA a nésledné PCR pro agregaty sond A a B a dale také provedla taxonomické zatrazeni dle
databaze a zobrazeni slozeni spolecenstev v tabulkdch a grafech pro vzorky z plochy
I agregatu.

Fyzikaln&-chemické analyzy byly propojeny slozenim mikrobialnich spolecenstev tak,
aby bylo mozZzné zjistit vliv urovné kontaminace. Hodnocen byl jak vliv na sloZeni
bakterialniho spolecenstva, tak i uspotadani studovanych spolecenstev v prostoru. Dale byla
zjistovana vazba kadmia na fyzikalné-chemické vlastnosti a jeho mobilita.

Pro dalsi statistické analyzy byly vysledky analyz vzorki rozdéleny na zakladé urovné
kontaminace na Vysokou, Stfedni a Nizkou kontaminaci v pfipadé vzorkd z plochy
aprosondu B, na Velmi vysokou, Vysokou, Stfedni a Nizkou kontaminaci pro sondu A.
SloZeni spolecenstev bylo zobrazeno pomoci diagramu neparametrického vicerozmérného
rozdéleni (NMDS), ale toto zobrazeni bylo do vysledki zatazeno pouze pro vzorky z plochy,
jelikoz jinde nebyla zjiSténa statistickd vyznamnost.

Vysledky této prace by mohly piispét k nalezeni vhodného feseni remediace.

Kli¢ova slova: kadmium, agregaty, molekularni metody



The infuence of Cd on soil microorganisms

Summary

The diploma thesis dealt with the examination of soil samples from the area of
Praha-Vinof. In the 1980s pond sediment from the local ponds of Velkd and Mala Oburka
was extracted and spread out over two land properties in this area. It was later found that the
sediment was contaminated with toxic metals mainly cadmium. This contamination got to the
ponds by leaching from a nearby aircraft engine repair company.

Soil samples were taken according to a grid of 30 sampling points designed to cover
the entire contaminated area. One set of samples was collected on the surface in probes of two
depths (s-surface and d-depth), the second set of samples was taken from two drilled cores
using a drilling rig (probe A-sampling point 6 and probe B-sampling point14). Samples were
processed differently, a mixed soil sample was used from the surface probes while soil
aggregates were extracted from the drilled probes.

A total of 51 soil samples were collected at 20 different testing sites, 30 of them were
surface samples, 10 were deep probes at location A and 11 were also deep probes at location
B. All of the soil samples were subjected to physicochemical analyzes: pH; organic carbon
(Cox); oxalate exchange forms of Fe, Mn, Al (Feox, Alox, Mnox); cation exchange capacity
(KVK); pseudototal contents of risk elements (Cdaq; Znaq) and physical properties according
to Kopecky rollers. The composition of the bacterial community was also determined for all
samples using molecular methods.

To determine the bacterial community, DNA was extracted from the soil, followed by
polymerase chain reaction (PCR) with primers for prokaryotes and amplicon Illumina
sequencing in a service laboratory. For surface samples, extraction was performed from a fine
earth batch (0.5g). This extraction and PCR was performed by the staff of VURV, v.v., Praha.
The author of the thesis performed DNA extraction and subsequent PCR for samples of soil
aggregates from cores A and B. She also performed a taxonomic classification according to
the database and prepared tables and graphs of the composition of communities for both
surface samples and for aggregates.

Physicochemical analyzes were linked with the composition of bacterial communities
so that the effect of the level of contamination could be demonstrated. Both the influence on
the composition of the bacterial community and the distribution of the studied communities in
space were evaluated. Furthermore, the binding of cadmium to physicochemical properties
and its mobility was determined.

For further statistical analyzes, the sample analysis results were divided based on the
level of contamination into High, Medium and Low contamination for Core B and surface
samples and for Very High, High, Medium and Low contamination for Core A. The
composition of the communities was plotted using a nonparametric multidimensional
distribution (NMDS) diagram, but this plot was included in the results only for surface
samples, as no statistical significance was found elsewhere.

The results of this thesis could contribute to finding a suitable solution for
remediation.

Keywords: cadmium, aggregates, molecular methods
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1 Uvod

Pida je neustale se vyvijejici zivy systém, ktery ma mnoho funkci a vyuziti.
Hodnoceni vyznamu piidy ovSem zavisi na Gcelu, ke kterému se vydava. Jinou prioritu bude
mit pro stavebnictvi, archeologii, potravinaistvi nebo ekologii. Obecné lze pidni funkce
rozdélit do tfi oblasti: produkéni, kulturni a biologickou (ekologickou) (Ministerstvo
zemédélstvi 2015).

Produkéni funkce predstavuje padu jakozto vyrobni prostfedek. Zabezpecuje plochu
pro rist lesnickych a zemédélskych plodin. Déle zajistuje misto pro hospodarské a stavebni
vyuziti, pro rekreaci, infrastrukturu a je zdrojem surovin, jako je $térk, pisek apod. (Novak
2001).

Kulturni funkce znamena misto pro rekreaci a aktivity obyvatel (sport, relaxace apod.),
a také prostor, kde se nachazi archeologicka nalezist¢ (Ministerstvo zeméd¢€lstvi 2015).

Biologicka nebo ekologicka (mimoprodukéni) funkce pidy zahrnuje mnoho
podfunkci. Jsou jimi: filtrace vody (pfidavek minerdlnich latek do vody, zachyceni
kontaminantll), akumulace a zadrzovani vody, prostiedi pro ptidni organismy, ukladani zivin
(ochrana tokti pted eutrofizaci, zdsobarna zivin pro rostliny), transportni funkce (pohyb latek
Vv krajin€, mezi sférami i v ptid¢) apod. (Ministerstvo zemédélstvi 2015; Vopravil 2016).

Biologické vlastnosti piid se nej€astéji hodnoti pomoci rozmanitych druht pidnich
organismi (Simek et al. 2019). D4 se fici, Ze nikde na planeté neni vétsi biodiverzita,
nez pravé v pudé (Kutilek a Nielsen 2015). Biodiverzita ptisobi zpétné k udrzovani stabilniho
klimatu, ¢istoty vody, vodniho rezimu, Grodnosti pidy a i slozeni vzduchu (Moldan 2015).
Rozmanitost a aktivita pidnich organismd, je ovliviiovana biotickymi a abiotickymi faktory
(vlhkost, teplota, klima, struktura pady, pH, kontaminace, apod.) (Gislin et al. 2018).
V ptipadé ztraty biodiverzity pak dochdzi k naruSeni funkci ekosystému, a to i naruseni
cyklovani zivin, rozmanitosti rostlin a zivoc¢ichu (Wagg et al. 2014). Spole¢na zemédélska
politika Evropy, ma proto snahu zohlednit biologickou rozmanitost a navrhuje riizna
agroenviromentalni opatfeni, ktera zmiriuji dopady pudni degradace (Plaas et al. 2019).

Puda je zvlasté ovlivnéna kontaminaci cizorodymi latkami, které se do piidy dostavaji
lidskou Cinnosti. Mezi tyto kontaminanty patii tézké kovyllpotenciélné rizikové prvkyz,
desinfekéni prostiedky, pesticidy, ale i antibiotika (Reddy a Dubey 2019; Subirats et al.
2016). Potencialné rizikové prvky predstavuji zvlastni skupinu kontaminantd, protoze jsou
nerozloZitelné a v pudé¢ jiz navzdy zlstavaji, pokud se neprovede umélé odstranéni pomoci
riznych technologii jako je fytoremediace nebo vyuZiti Cisticich a chelata¢nich procest
(Thakur et al. 2016; Wang et al. 2018a). Kontaminace silné ovliviiuji padni funkce, zvlasté
biologické procesy. Toxicita kovil se projevuje piedevSim tim, ze se (i) zaméni kovy
ve vazebnych mistech riznych enzym (ii) poskodi bunééné membrany, (iii) zméni enzymové
specificity, narusenim bunééné funkce, modifikaci struktury DNA atd.(Bruins et al. 2000).

! T&zkymi kovy byvaji Gasto nepresn& oznacovany skupiny kovil (metaloidd), které jsou spojeny s kontaminaci
¢i potencialni toxicitou (Pourret a Bollinger 2018). V této praci je pouZivan pojem ,,potencialné rizikové prvky*,
aby se predeslo ptipadnym nepiesnostim.

? Potencialné rizikové prvky jsou skupina, do niZ patii metaloidy a kovy, které u Zivych organismi mohou
vyvolavat projevy chronické nebo akutni toxicity (Ministerstvo zeméd¢lstvi nedatovano).



Muze se projevit i zrychlenim pienosu gent v bakteriich i u bakteriofag (Reddy a Dubey
2019) a tim dochazi i k ovlivnéni vztaht patogen/hostitel.

Zkoumani plidnich procest 1ze zpétné pouzit pro hodnoceni miry zasazeni a vaZnosti
kontaminace. Souhrnem informaci o dané lokalit¢ a mife kontaminace lze laboratornimi
rozbory nastinit ,,zdravotni stav* piidy daného tzemi a také navrhnout vhodna feSeni dané¢ho
problému (Simek et al. 2019).

Autorka prace studuje obor Technologie zpracovani a vyuziti odpadi. Kontaminace
pudy predstavuje typy odpadu, jejichz dopad na prosttedi a zvlast€é mikroorganismy
se dlouhodob¢ nehodnotil, a to i pfes to, ze je odstranovani pidnich kontaminaci soucasti
European Soil Framework Directive. Prace proto pfispiva k pochopeni vlivu kontaminace
kadmiem a tim umoziluje navrzeni a realizaci pfesné zamétenych remediacnich opatieni.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cil prace

Cilem prace je stanoveni vztahu mezi slozenim mikrobidlniho spoleCenstva a urovni
kontaminace pidy kadmiem. Dilezitou soucasti prace je také propojit mikrobialni a pidni
analyzy v zavislosti na prostorovém uspofadani ptidnich Castic a mikroorganismi v pudnich
agregatech. Tyto souvislosti budou vyhodnoceny piedevSim z hlediska zmén tykajicich
se rozkladu organické hmoty.

2.2 Hypotézy prace

1)V zavislosti na kontaminaci, se méni slozeni bakterialniho spolecenstva.
2)Dochazi ke zménam pudnich vlastnosti, pfedevsim tykajicich se rozkladu organické hmoty.
3)Usporadani mikroorganismu a pudnich ¢astic je ovlivnéno kontaminaci.
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3 Literarni reSerse
3.1 Kontaminace pudy

Kontaminace ptudy pfedstavuje hlavni antropogenni zatizeni (Némecek et al. 2010).
Do ptdy vstupuje velké mnozstvi latek, které ji kontaminuji (polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAH), pesticidy, ropa a jeji produkty, potencialné rizikové prvky apod.), a dale
se uvolnuji do ostatnich slozek Zivotniho prostiedi (Chen et al. 2015). Tyto kontaminace jsou
zpusobené prevazné ¢innosti zemédelstvi, 1ékatstvi a pramyslu (Chen et al. 2016; Fang et al.
2018; Garner et al. 2019; Jiao et al. 2018). Miru pudni kontaminace neni mozné
shrnout hodnotami celkovych obsahd Skodlivin, a proto je obtizné kontaminaci spravné
ohodnotit. Mira rizika je tedy stanovovéna pomoci ohodnoceni ekotoxicity a humanotoxicity.
(Némecek et al. 2010). Pro svou vysokou citlivost, se uzivaji jako jeden z ukazatell
kontaminace zivotniho prostfedi pidni mikroorganismy (Tang et al. 2019). Kontaminace
byvaji zplsobeny zejména organickymi polutanty nebo potencionalné rizikovymi prvky.
Pro vétSinu prvkd, které jsou potencidlné toxické, jsou stanoveny hrani¢ni limity. Tyto limity
se vriznych zemich li§i (Sarapatka 2014). Pro Ceskou republiku plati hodnoty psané
ve Vyhlasce MZP 135/2016 Sb.(AION CS s.r.o. 2019).
dobach totiz jest¢ nebyly vstupy do piidy fizeny legislativou, ani nebyla piida legislativné
chranéna (Némedek et al. 2010). Casto tak dochazelo k zanaSeni neZadoucich latek
a k nevhodnému zachazeni se zemédélskou pudou. Dnes upravuje ochranu zeméd¢lské pudy
legislativa. Zakon ¢. 334/1992 Sb., o ochran¢ zeméd¢lského piidniho fondu, pojednava
0 vymezeni zemedélského ptidniho fondu, o jeho ochran¢ aj. Ve Vyhlasce ¢. 153/2016 Sb.,
0 stanoveni podrobnosti ochrany kvality zeméd¢lské pidy, jsou mj. stanoveny preventivni
obsahy rizikovych prvkll a latek, indikaéni hodnoty obsahii rizikovych prvka a latek
v zemédélské puade. Vyhlaska €. 257/2009 Sb., o pouzivani sedimentli na zemédelské pudée,
stanovuje, jaké mnozstvi sedimentd je mozno na pudu aplikovat a za jakych podminek (AION
CSs.r.o. 2019).

Na evropské urovni ochranu ptdy stanovuje platnd Smérnice Evropského parlamentu
a Rady 2004/35/ES, o odpovédnosti za Zivotni prostiedi v souvislosti s prevenci a napravou
Skod na zivotnim prostfedi. V tomto dokumentu pojednava o ptidnich kontaminacich, které
predstavuji riziko pro lidské zdravi pfimo nebo neptimo ovlivnéné zavedenim Skodlivin rizné
podoby (potencialné rizikové prvky, pfipravky, organismy) do/na pudu, ¢i pod jeji povrch,
a zaroven oSetiuje napravna opatieni (EUR-Lex nedatovano).

3.2 Puda

Pida vznikd zorganickych zbytki a povrchovych zvétralin zemské kury,
a to piisobenim pudotvornych faktorti za urcitych podminek. Mezi padotvorné faktory patii
matetska hornina, klima, organismy a podzemni voda, mezi pidotvorné podminky se fadi
reliéf terénu a ¢as (Sarapatka 2014).
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3.2.1 Zrnitost

Zrnitost pudy (textura) patii mezi klicové vlastnosti v urCovani tepelného a vodniho
rezimu, rustu rostlin, pidni struktury a rozmanitosti zivych organismi, obecné tedy
Vv urcovani kvality pudy (Coblinski et al. 2020).

Metod zjistovani zastoupeni jednotlivych frakci je vice (Pavla 2018). Konvenéné
to byva hustomérna metoda, kde je zjiStovano procentudlni zastoupeni zrnitostnich frakci,
prachu, pisku a jilu, pomoci hustoméru (Barman a Choudhury 2019). Dle zastoupeni
zrnitostnich frakei (Tabulka 1) je urcen pidni druh. Metod urceni pidniho druhu je vice,
nejznaméjsi je v Ceské republice klasifika¢ni systém dle Novaka (Tabulka 2), ktery urduje
pudni druh pouze na zdklad¢ kategorie I (Pavli 2018). Déle se hojné vyuziva metoda
trojuhelnikového diagramu (Obrazek 1) vyuzivajici vSechny 3 frakce (Barman a Choudhury
2019).

N
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Obrazek 1: Trojuhelnikovy diagram
Dostupné z: http://web2.mendelu.cz/af291projekty2/vseo/print.php?page=3416&typ=html

Textura nebyva konstantni. Méni se s hloubkou a v prostoru (Coblinski et al. 2020).
Napovida o vlastnostech ptdy, jako je nachylnost ke zhutnéni, retenci vody a zZivin, vyména
kationtd, plasticita, soudrznost aj. (Eldor 2014; Hillel 2013b). Jilovité pady, byvaji tézko
obd¢lavatelné, hutné a soudrzné, absorbuji a zadrzuji vice vody, fika se jim proto pudy tézké.
Piscité pudy, tedy pidy lehké, naopak zadrzuji méné vody, jsou vice provzdusnéné a lehce
obdélavatelné (Hillel 2013a). Tim, Ze ptdni zrnitost ovlivituje vlastnosti, které souviseji
s kvalitou zivotnich podminek mikroorganisml, se vyznamné podili 1 na tvorbé pidni
mikrobidlni biomasy (Meliani et al. 2012). Pudni textura a biomasa mikroorganismi jsou
dilezitymi faktory pfi vytvafeni pidnich agregétii. V pud¢, obsahujici vice jilnatych ¢astic,
organickych zbytkli a vys$§i mikrobidlni biomasy, se tvofi sndze a to diky jejich
elektronegativnimu naboji, velké ploSe povrchi a vlaknité¢ struktufe nékterych organismu
rozkladajicich organickou hmotu. Oproti tomu pudy pisCité byvaji pouze slabé agregovany
(Eldor 2014).
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Tabulka 1: Zrnitostni frakce a kategorie (Pavli 2018)

Nazev frakce | Velikostni prumér (mm) | Kategorie
Koloidni jil <0,0001

Fyzikalni jil 0,0001 - 0,002 (1) . kategorie
Jemny prach 0,002 (1) - 0,01

Prach 0,01 - 0,05 Il. kategorie
Praskovy pisek | 0,05 - 0,1 I11. Kategorie
Pisek 0,1-2 IV. Kategorie
Hruby pisek |2-4

Stérk 4-30 skelet
Kameni >30

Tabulka 2: Pudni druh dle Novaka (Pavla 2018)

Pudni druh | Obsah I. kategorie
Piscita <10%

Lehké pad
Hlinitopis¢ita | 10 - 20 % chke pudy
Pis¢itohlinita |20 -30 % Y x el o
Hlinita 30- 45 % Stfedné tézké pudy
Jilovitohlinita | 45 - 70 %
Jilovita 60 - 75 % Tézké pidy
Jil >75%

3.2.2 Struktura pudy

Struktura pidy je zaloZena na uskupeni elementarnich pidnich Castic do agregatt
(Sarapatka 2014). Agregaty mohou byt dvou povah. Ty, které jsou tvoiené piirozené,
se nazyvaji pedy. Tzv. hrudky, tedy agregaty ,,umél€®, jsou tvofeny obd€lavanim pudy
nebo jinou manipulaci. V pudé¢ se obvykle nachazi smés téchto dvou skupin agregatt (Whalen
a Sampedro 2010). Vznik agregatu zavisi na pudni zrnitosti, vlhkosti a chemickém slozeni,
protoze témito vlastnostmi se odliSuji procesy pusobici vznik agregati. Koherentni procesy
ptsobi vznik souvislych, relativné pevnych a podobné velkych agregati, které jsou spojeny
jily, kyselinou kiemicitou a hydroxidy hliniku a Zeleza. A kone¢né agregatové procesy
vytvareji pidni Céstice stmelené humusovymi latkami, organo-mineralnimi slouc¢eninami
a jilem (Sarapatka 2014).

Pidni struktura ma velky vliv na fyzikélni, chemické a biologické procesy v puide,
jako jsou eroze, infiltrace, zadrzovani vody, pronikani kofenti (Kay a Angers 2002). Je
zasadni pro vytvafeni zivotniho prostfedi pro mikroorganismy, ZivoCichy a rostliny (Pavla
2018). Pudni mikroorganismy ale pusobi i zpétné na tvorbu agregatt, protoze vazou pudni
castice k sobé pomoci adsorpce, cementace, obalenim ¢i zapletenim do agregétii, nebo
i vylu¢ovanim rtiznych produkti (polysacharidy, hemicelulosy, uronidy apod.) (Hillel 2013a).

Podobné jako ostatni biomy nebo ekosystémy, strukturu pudy Ize posuzovat z hlediska
stability, odolnosti, formy a zranitelnosti (Kay 2018). Pravé u stability hraje roli i velikost
agregati, které délime na mikroagregaty (mensi nez 0,25 mm) a makroagregaty (veétsi
nez 0,25 mm) (Sarapatka 2014). Agregaty tvoii systém pord, ktery je zasadni pro pohyb
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a infiltraci vody. Jejich stabilita a struktura ovlivituje piidni erozi, vyménu plynt, ovliviiuje
rust rostlin a biologickou aktivitu (Menon et al. 2015).

Makroagregaty se skladaji z mikroagregatii, které jsou stabilnéj$i, méné ovlivnéné
pudni organickou hmotou a fizenim mikroorganismt (Oades 1984; Verchot et al. 2011).
Na stabilni struktufe piidy se na trovni mikroagregatii podili rostlinna, Zivoci$na a bakterialni
pojiva, flokulace jilu a cementace dispergovaného jilu (Jensen et al. 2020). Na trovni
makroagregatii se pro zménu na stabilit¢ podileji zejména houbové hyfy a koteny rostlin
(Miller a Jastrow 1990). Stabilita makroagregatu je vice ovlivnéna fizenim mikroorganismu
amnozstvim puadni organické hmoty (Oades 1984). Makroagregaty jsou také méné
erodovatelné (Acosta-Martinez et al. 2015). Cim vys§i je zastoupeni makroagregat, tim je
leps$i padni struktura (Menon et al. 2015).

Elementarni procesy zabranuji vzniku agregatli, protoze puda je pisCitd a sucha
apudni castice nemohou byt stmeleny. Stabilita agregati je ovliviiovana kultivaci piilis
mokré nebo suché pidy, protoze dochdzi k jejich rozpadéni. Také mikroorganismy se podileji
na destabilizaci pidnich agregati tim, ze rozklddaji organickou hmotu, kterd drzi agregaty
pohromadé¢ a pusobi tak jejich rozpad (Hillel 2013a).

Pudni agregaty se také déli podle velikosti a tvaru (Obrazek 2):

1) Kulovité nebo mnohosténné agregaty, které tvoii drobtovitou strukturu pidy. Tento
typ je bézny u povrchovych pid (travnaté porosty, lesy, agroekosystémy). Na jejich vytvaieni
se podileji zbytky organické hmoty, ale také piisobeni Zizal nebo kultivace. Tato pida ma
dobrou poérovitost, diky niz je dobie propustnd pro vodu a vzduch. Puady této struktury jsou
dobie kultivovatelné, strukturu Ize udrzovat piiddvanim organického opadu, slamy a dalSich
rostlinnych zbytku.

2) Deskovité agregaty (listkovita struktura), které se nachazeji v podpovrchovych
horizontech. Tenké desticky ptudy lezici vodorovné na sobé mohou byt znadmkou zhutnovani
pudy strojni technikou nebo dobytkem na pastvinach. Desticky se Casto piekryvaji, tim
zhorSuji propustnost, a tim blokuji riist kofent a vsakovani vody.

3) Polyedrické agregaty, jsou blokovité pedy riznych tvart. Nejcastéji se nachazeji
v horizontu B, ale lze se s nimi setkat i v povrchovych pidach s vysokym obsahem jilu. Tato
blokova struktura se tvoti v disledku bobtnani a smrStovani jilovych minerali.

4) Sloupkovita struktura se sklada ze sloupovitych pedd se zaoblenim horni ¢asti.
Typicka struktura pro horizont B v pidach s vysokym obsahem sodiku. Tato struktura byva
velmi hutnd a jeji vlastnosti se tézce zlepsuji 1 hloubkovym kypfenim.

5) Prismatické agregaty vypadaji jako sloupcovité, ale bez zaobleni horni ¢asti. Stény
jsou rovné a dlouhé. Nachazeji se v horizontu B, ale 1 v podpovrchovych vrstvach. Dochazi
mezi nimi Kk vertikdlnimu praskani, které umoznuje pronikat vodé a Kkofentim.
(Sarapatka 2014; Whalen a Sampedro 2010)
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1-kulovitd 2-polyedrickd 3a-hranolovita 4 - deskovitd
3b - sloupkovita

Obrazek 2: Typy struktury dle tvaru
Dostupné z: www.google.struktura.cz

3.3 Degradace pudy

V soucasné dobé patii mezi hlavni svétové problémy zivotniho prostfedi prave
degradace pudy (Lasanta et al. 2019). Dochazi kni v dusledku socialné-ekonomickych
a prirodnich faktort (Sklenicka et al. 2019). Pokud je puda degradovana, dochazi
u ni nasledn& k znehodnoceni fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti (Sarapatka
2014). V Ceské republice dochazi k riznym formam degradace ptdy. Patii mezi né utuZeni
(ornice ipodornici), acidifikace, eroze, kontaminace pudy, ztrata organické hmoty
a biologické diverzity a dalsi. Vlivem klimatickych zmén lze piedpokladat, ze v budoucnu
budou piibyvat dalsi formy (Sarapatka 2014; Vopravil et al. 2010).

3.3.1 UtuZeni pidy

Degradace zpusobena zhutiovanim/utuzenim pudy je velice rozsifeny jev (Alaoui
a Diserens 2018). Utuzeni je zpusobeno bud’ piirozené, nebo antropogenné. Pfirozené je
zptisobeno puidotvornymi procesy a antropogenni mechanizaci (Sarapatka 2014). Hargreaves
et al. (2019) uvadi, ze odhadem je v Evrop¢ utuzenim degradovano piiblizné 33 mil. ha pudy.
V Ceské republice se jedna zhruba o polovinu zemédélskych pud (Sarapatka 2014). Zhutnéni
poskozuje fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti pudy (Carlesso et al. 2019). Dochazi
k zhorseni pidni struktury a stavu ptidnich agregati, které se vlivem hutnéni rozpadaji (Zheng
et al. 2018). Dale se snizuje objem dostupnych port, které obsahuji vodu. Méni se usporadani
Castic v pude, tudiz i geometrie poru (Keller et al. 2013). Dochazi ke zméné poméru interport
a intrapéru tak, ze se snizuje objem interporu a zvySuje se objem intraport. To ma vliv i na
zasadni sniZeni prutoku vody, a tim se zvySuje riziko eroze. Projevuje se také zména vlhkosti
pudy, které ma znaény vliv na efekt hutnéni. Mirn¢ vlhka ptida mé vyssi silu povrchového
napéti a tedy vyssi stabilitu agregatt (Menon et al. 2015). Hutnéni ma vliv i na ztratu dusiku.
A to zrychlenou produkci sklenikovych plynii prostfednictvim denitrifikace v anaerobnich
podminkach (Keller et al. 2013).

Omezit hutnéni lze napi.: vhodnou agrotechnikou, vhodnym organickym hnojenim
a vapnénim, vhodnym vybérem plodin, omezenim piejezdii po parcelach (Sarapatka 2014).
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3.3.2 Acidifikace

Pii acidifikaci (okyselovani piad) dochazi k vytésnéni kladnych bazickych ionth
ze sorpéniho komplexu, které jsou nahrazeny H* (VUMOP v.v.i. 2013). Projevem jsou
zmény pH, tedy zmény ptidni reakce (Sarapatka 2014). Rychlost acidifikace zavisi predev§im
na pufracni kapacité a vlastnostech dané pudy (struktura, KVK apod.) (Emamgolizadeh et al.
2015; Yang et al. 2012). Okyseleni je zpisobeno fadou faktort, které lze rozdélit
na antropogenni a piirozené procesy (Goulding 2016; Sarapatka 2014). Mezi piirozené lze
zafadit podzolizaci ¢&i ilimerizaci (Sarapatka 2014). Mezi antropogenni pak napt. kyselé dests,
vyluovani plynt (oxid sifi€ity) a aplikace kyselych hnojiv (mocovina, hnojiva na bazi siry
apod.) (Goulding 2016; Sarapatka 2014). V dne$ni dobé je oviem stale nejvét§im problémem
okyselovani z intenzivniho zeméd¢lstvi (Yan et al. 2020).

Acidifikace zptsobuje pokles vynosu plodin, ztratu zakladnich kationtd a zvySeni
saturace hliniku (Goulding 2016). Dale je snizovana neutraliza¢ni kapacita, obsah uhli¢itand,
piipadn& miizou byt akumulovéany sirany a kyseliny (Fe** AI**) (Sarapatka 2014). Existuje
silna zavislost vyluhovani potencialné rizikovych prvka (Cd, Zn, Pb, aj.) na pH (Krol et al.
2020). Hodnota pH je uznavana jako kli¢ovy faktor v regulaci chovani potencialné rizikovych
prvki. Ovliviiuje jejich toxicitu, mobilitu i biologickou dostupnost (Xu et al. 2017). Cim
2020). Pti vysokém okyseleni muize také dochazet k rozpousténi jilovych mineralti a redukci
kationtové vyménné kapacity, ktera je doprovazena i poskozenim struktury pudy (Goulding
2016). Mira kyselosti ovliviiuje i pudni mikroorganismy. Ovliviiuje strukturu, slozeni
I rozmanitost (Kaminsky et al. 2017). Jelikoz agregaty vznikaji pfedevsim interakci mezi
mikroorganismy, organickou hmotou a jilovymi ¢asticemi, je jejich vytvafeni ovlivnéno
i kyselosti (Santri¢kova 2014).

3.3.3 Eroze pudy

Eroze se déli na vétrnou a vodni. Jsou Castené pfirozené, ale Castéji zrychlené,
zpiisobené &lovékem (Sarapatka 2014). Pidni eroze mize zdsadné ménit fyzikalné-chemické
vlastnosti pudy a tim také ptidni mikroorganismy (Xiao et al. 2017). Zpusob obdélavani pady,
morfologické, geologické, ptidni, hydrologické, klimatické a vegetacni podminky, jsou
faktory, které vodni erozi znaéné ovliviiuji (Sarapatka 2014).

Eroze vétrnd je problémem piedev§im v aridnich oblastech s pis¢itou piidou, kde je
vétrem odndsena cast urodného podilu pudy, i zivin, a také omezuje rozvoj vegetace
(Abdourhamane Touré et al. 2019). Pro ochranu takto degradovanych pid, je potieba zlepsit
odolnost piid (vétrolamy, riizné vysoka vegetace, muléovani, apod.) (Sarapatka 2014).

Vodni eroze je vyznamnéj$i v naSich podminkich. Negativné ovliviluje obsah
organickych latek a zivin, dale mize dochazet Kk rozpadu struktury a snizeni schopnosti
zadrzovat vodu v pud¢é (Bosco et al. 2015). Ma také negativni dopad na celkovou funkci
ekosystému, rist rostlin, ale i na zasoby pitné vody (Panagos et al. 2015).

Erozi ovlivnéné pierozdéleni dostupného fosforu, drasliku, ptidni vlhkosti a organické
hmoty hraje duilezitou roli ve struktufe bakterialniho spolecenstva. Diferenciace bakteridlniho
spoleCenstva se zvySuje se svazitosti erodovaného terénu (Du et al. 2020). Bakterialni
spolecenstvo se podél erodujicich svahti homogenizuje (Xiao et al. 2017). U svazitého terénu
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se nachazi niz§i mnozstvi Proteobactera, ale naptiklad Nitrosospirae vykazuje vyssi
zastoupeni u erodujicich svahti (Du et al. 2020). U vétrné eroze se zastoupeni odviji od sily
vétru a velikosti Castic. Zalezi, jakym casticim davaji mikroorganismy piednost, tak se méni
I vzdalenost jejich potencialniho transportu. Ty, které preferuji mensi Castice, maji vyssi
moznost transportu na vetsi vzdalenost, nez ty, které preferuji hrubsi ¢astice. Velikost ¢astic
tedy silné ovliviiuje vzdalenost, na kterou mohou byt mikrobialni komunity pfenesené, zdali
vramci poli nebo tfeba i mezikontinentalné (Acosta-Martinez et al. 2015). Bacteroides,
Firmicutes a Chloroflexi preferuji spise jemné Castice a Proteobacteria a Acidobacteria spise
hrubsi ¢astice (Gardner et al. 2012). Dale ptisobenim eroze také dochazi ke Stépeni agregatu.
Lehké, jemné castice jsou transportovany spolecné s labilnimi organickymi frakcemi
(Lal 2003; Miiller-Nedebock et al. 2016). Spole¢né s aktivnimi labilnimi organickymi
Casticemi odchazeji i dalezité mikroorganismy, které jsou na né vazané (Gardner et al. 2012).
Organické latky jsou vysledkem rozkladnych procest bakterii a hub. Ztratou nebo porusenim
téchto mikroorganismt tak dochazi k snizeni stability agregatti a snizeni schopnosti zadrzovat
vodu (Acosta-Martinez et al. 2015).

3.3.4 Ztrata organické hmoty

Organickd hmota ovliviiuje pidni strukturu, reten¢ni vlastnosti, kationovou vyménnou
kapacitu, je zdrojem Zzivin a zisobuje energii heterotrofni rozkladné mikroorganismy.
(Sarapatka 2014). Pudni organicka hmota je také zdrojem piidniho organického uhliku, ktery
zastupuje cca 60% jeji hmotnosti (Dhaliwal et al. 2019). Organicka hmota se sestava
ze zbytkl latek ZivociSného, rostlinného 1 mikrobialniho plivodu. Organickymi kyselinami,
polysacharidy a latkami bilkovinné povahy je tvofeno az 30% ptidni organické hmoty
(Jetabkova 2019). V pudé tyto latky podléhaji preménam, kterymi jsou mineralizace,
karbonizace, humifikace a ulmifikace. Ztrata organické hmoty muze byt signalizovdna
snizenim retencni schopnosti, zvySenou nachylnosti k erozi, snizenim funkci pudnich
organismi, ovlivnénim vynost, snizenim pufracnich schopnosti, ale také rozpadanim ptadnich
agregati (Sarapatka 2014).

Zejména organicky uhlik je velice dllezitou slozkou pidy zlepSujici jeji kvalitu,
jelikoz kladné ovliviiuje fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti (Dhaliwal et al. 2019).
V pudé je ho ovSem akumulovano pouze 10 — 30 %, zbytek uhliku je mineralizovan
a ve formé CO, uvolnovan do ovzdusi (Jefabkova 2019).

Organicky uhlik v pidé zvySuje makroagregaci a zvySuje hojnost a rozmanitost
mikroorganismi v pudé¢ (Wang et al. 2017), které jsou hlavnimi rozkladately cerstvé
organické hmoty (Martinez-Garcia et al. 2018) a obecné se zdsadné podileji na funkcich
ekosystému (Yan a Liu 2020). Proto pudni mikroorganismy pozitivné koreluji s obsahem
organické hmoty, dusiku a fosforu (De Mastro et al. 2020).

Zdrojem uhliku je pro mikrobidlni systémy pravé organicka hmota. Ovliviluje
mnozstvi 1 aktivitu plidnich mikroorganismi. Aktivni organicky uhlik obsaZeny v pldni
organické hmot¢ je velmi nestabilni. Je snadno oxidovatelny a mineralizovatelny, tedy
dostupny mikroorganismiim a rostlinam (Yan a Liu 2020).

Mnozstvi organické hmoty ovliviiuji také kryci plodiny. NavySuji mnozstvi padni
organické hmoty a ovliviluji i mikrobidlni komunitu, nejen svym ptispévkem organické

17



hmoty, ale 1 sekunddrnimi metabolity. VétSinou dochédzi k navySeni mnoZzstvi bakteridlni
komunity, ke zmén¢ struktury a aktivit¢ mikrobialniho spoleéenstva (Buyer et al. 2010).

Pfidani rlznych typl organickych latek miZe mit dlouhodoby ucinek na strukturu
mikrobidlni komunity a to i na pomér mezi bakteriemi a houbami v pud¢. Také dochazi
k ovlivnéni katabolické aktivity (Martinez-Garcia et al. 2018). Pudy s vySsim mnozstvim
dostupného organického uhliku maji 1 vyssi katabolickou aktivitu mikroorganismi
(Lagomarsino et al. 2012).

Zasadni faktor, ktery ma vliv na G¢innost a rychlost §t€peni organické hmoty pomoci
mikroorganismu, tudiz i tvofeni pidni organické hmoty, je chemické slozeni organické hmoty
vstupujici do pudy (Bending et al. 2002). V ekologickém zemé&dé€lstvi je mikrobialni biomasa
uhliku, dusiku, fosfolipidovych mastnych kyselin a dehydrogenazové, protedzové a uredzové
aktivity vyssi o 32 az 84 %, v porovnani s konvenénim zemédé€lstvim (Lori et al. 2017).
Na zemédélské plochy je proto potieba pridavat organické latky v podobé hnojiv nebo jinych
zlepsujicich prostfedkid. Jednou z moznosti zvySovani mnozstvi uhliku v pide¢, je priddvanim
biouhlu. ZvySuje se tim zasoba uhliku, dochazi k vyssi retenci vody a zvysi se porozita,
tim se zvySuje 1 pocet pudnich mikroorganismii a méni se sloZzeni mikrobidlni komunity
(Gomez et al. 2014; Yan a Liu 2020).

Vyssi diverzita mikroorganismii posiluje rozklad organické hmoty. Zejména
se nachazi v pfirod¢. Interaguje s dusikovymi i1 uhlikovymi cykly. Na jeho rozkladu
se podileji bakterie i houby (Beier a Bertilsson 2013). Na stabilizaci a sekvestraci uhliku maji
zasadni vliv houby (arbuskuldrni mykorhizni a saprofni) (Martinez-Garcia et al. 2018).

Pudni organicka hmota je povazovana za hlavni pojivo ve stabilizaci pidnich agregati
(Novelli et al. 2017). Castym obdélavanim pidy, dochazi k narusovani stability agregatii a tim
je zvySena moznost degradace i pidni organické hmoty (Rong et al. 2017). Mize také piimo
nebo nepiimo ovliviiovat mobilitu a dostupnost potencialn¢ rizikovych prvka. Mezi tyto
procesy lze zafadit sorpci, chelaci a srazeni (Huang et al. 2017). Kvalita organické hmoty také
ovlivituje podil tvorby makroagregatl, které zlepsuji provzdusnovani, uvoliiovani Zzivin,
zvysuji infiltraci do pudni vody a pfiznivé ovliviiuji aktivity a mikrobidlni rist (Nyawade
etal. 2019).

3.3.5 Ztrata biodiverzity

Pudy vytvareji prostfedi pro velkou ¢ast zivota na Zemi a zarovenl podporuji
I veskerou suchozemskou vegetaci (Geisen et al. 2019). Puda je systém velmi riznorody,
ve kterém plsobi mnoho faktorli prostfedi, ale také klima a mistni historie. Nescetné
kombinace téchto faktor pak vytvareji mnoho zivotnich nik podporujicich obrovskou
rozmanitost puidnich organismu (Vopravil et al. 2010). Mikroorganismy jsou hlavnimi
rozkladaci a jsou zastoupeny piedevsim houbami a bakteriemi, ale patii sem i archaca a
protista (Naresh et al. 2017).

Houby maji dilezitou funkci v biochemickych cyklech (Yang et al. 2020). Ve vsech
suchozemskych ekosystémech jsou Siroce rozsiteny (Tedersoo et al. 2014). Mohou byt
jednobunééné (kvasinky), ale i komplexni a vlaknité (Patterson a Sutton 2018). Dé¢li se do Ctyf
oddéleni: Oomycota, Myxomycota, Eumycota a Chytridiomycota (Sarapatka 2014).
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Mykorhiza je vyznamny mutualisticky vztah mezi houbou a rostlinou. Tento vztah
mize byt délen do dvou zékladnich typt: arbuskuldrni a ektomykorhizni (Sarapatka 2014).
Houby tvofici arbuskularni mykorhizni vztah, jsou zasadni pfi tvorbé a stabilizaci pidnich
agregatt (Leifheit et al. 2014). Tento vztah je velice citlivy na chemické, biologické
a fyzikalni zmény zptsobené lidskou Cinnosti (Verzeaux et al. 2017) Houby jsou stabilngjsi
vuci kontaminacim potencialné rizikovych prvkim ve srovnani s bakteriemi (Njoku et al.
2020).

V pudg ale puisobi také vétsi organismy, zooedafon. Tyto Zivoc¢ichové se nejéastéji déli
podle velikosti: mikrofauna, mezofauna, makrofauna a megafauna. Do kategorie mikrofauna
spadaji mj. drobni rozto€i, hlistice a korySi. Do mezofauny larvy hmyzu, roztoci,
chvostoskoci, vifnici, nebo mali pavouci. Do makrofauny patii plzi, n¢které zizaly, vétSina
hmyzu. A do posledni kategorie megafauny se fadi Zizaly, hlemyzdi a drobni hlodavci (Menta
2012). Charakteristika zooedafonu souvisi s kvalitou pudy, ale v tomto piipadé neni efektivni
ji pouzivat jako ukazatel kvality. Metody hodnoceni zastupcti fauny jsou totiz slozité
a taxonomické ¢lenéni a identifikace zastupct jsou ¢asove naro¢né (Yan et al. 2012).

Pidni ZzivoCichové ovliviluji provzduSnénost, poérovitost, infiltraci a dostupnost
organické hmoty (Menta 2012). Zpracovavaji organické zbytky v pudé. Béhem prichodu
télem Zivocicha, dochazi k fragmentaci, zméné pH, sniZeni mnoZstvi rozpustnych polyfenoli
a zmén¢ pomeru uhliku a dusiku (Frouz 2018). Tim podstatné prispivaji k vytvareni agregatu,
ale také se podileji na jejich stabilit¢ (Berner et al. 2013).

Jednim zprocesi, kterym ovliviluji padni prostfedi, se nazyvd bioturbace,
tedy pfeména ptdniho materialu pomoci organismi (Tuma et al. 2019). Jedna se o tvofeni
chodbicéek, hrabani, nebo zavrtavani, kterym dochazi k transportu ¢astic, zméné usporadani
atim i porovitosti, pratoku vody, propustnosti i velikosti zrn (Shull 2009). Ukazalo se,
ze dlouhodob4 bioturbace je zplisobena pievazné mravenci, zatimco ta kratkodoba zizalami
(Tuma et al. 2019). Zizaly kladné ovliviiuji agregaci a piispivaji k tvorbé makroagregatii.
Také neptimo ovliviluji mikrobidlni spoleCenstva. Méni totiz architekturu v plidé,
a tak ovliviuji i zasobovani zivinami (Gong et al. 2019). Také dale zaclenuji organickou
hmotu do agregatd, ¢imz ji vpude stabilizuji (Schomburg et al. 2018). Pfi prichodu
organickych zbytk travicim traktem dochazi k uvolnéni polysacharidll a obaleni organickych
zbytkt padni hmotou (Frouz 2018). Agregaty tvoiené Zizalami jsou stabilnéjsi, 1épe tak chrani
uhlik pfed rozkladem mikroorganismi a tim 1 sniZzuji nachylnost k zhutnéni pidy a erozi
(Lipiec et al. 2015).

3.3.6 Kontaminace potencialné rizikovymi prvky

Potencialné rizikové prvky znecistuji zivotni prostiedi, tedy i pudy. Jedné se 0 vazny
problém vzhledem k jejich biologicky nerozlozitelné povaze, perzistenci v zivotnim prostiedi
a s tim souvisejici akumulaci na toxickou troven (Tang et al. 2019). Jedna se o nepohyblivé
aneskodné latky, pokud jsou vpevném stavu (Adewumi a Ajibade 2015; Ogundiran
a Osibanjo 2009).

V zemské kiife se v pevném stavu vyskytuji pfirozené a jsou za béznych podminek
uvolniovany pouze v malém mnozstvi (Yuanan et al. 2020). V ptipadé, Ze jsou ve formé
roztoku, stavaji se toxické. Jejich nepfiznivy uc¢inek tedy souvisi pravé s dostupnosti v ptidé
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(Adewumi a Ajibade 2015; Ogundiran a Osibanjo 2009). Pak mohou mit subletalni,
ale i letalni u¢inky na vSechny organismy (Boyd 2010). Vliv na jejich dostupnost a mobilitu
ma zrnitostni slozeni, obsah organickych latek, pH, sorpcni kapacita, obsahy oxidii manganu
a zeleza a formy dalSich kovi (Wyszkowska et al. 2013). Kadmium se ve vodném roztoku
obvykle vyskytuje jako Cd** (Kubier et al. 2019).

Nékteré z potencidlné rizikovych prvki jsou ve stopové koncentraci dokonce Zivinami
(zinek, Zelezo, apod.) pro organismy (AKinbile et al. 2016). Naproti tomu jiné (rtut, kadmium,
apod.) jsou pro organismy Skodlivé a to i v nizkych koncentracich (Hughes a Poole 1989).
Vyssi biologicka dostupnost potencialné rizikovych prvkt se objevuje u pid s nizkym
obsahem huminovych kyselin (Wyszkowska et al. 2013). Naopak u rostlin mohou podporovat
obranu proti nékterym Sktdcim (Boyd 2010).

Koncentrace kovi v pudé je silné vazana na velikost pudnich agregati (Huang et al.
2017; Xiao et al. 2016). Jemné castice, které jsou na povrchu pudy, vykazuji vyssi
koncentrace potencialné rizikovych prvka. To je zptuisobeno tim, Ze obsahuji vétsi mnozstvi
organickych latek a jilu, pfitomnosti oxidi Fe-Mn a vétsi povrchovou plochu (Xiao et al.
2016).

Pro v¢asné odhaleni kontaminace potencidlné rizikovymi prvky, je dilezité¢ vybrat
vhodné diagnostické ukazatele (Tang et al. 2019). Pro suchozemska mikrobidlni spolecenstva
ptredstavuji vyznamny environmentalni stresor (Singh et al. 2014). Jednou z moznosti proto je
vyuzit ukazatele mikrobiologické. Témi je zjiStovana struktura, hojnost a rozmanitost
mikrobialniho spolecenstva, ale také jeho aktivita (Tang et al. 2019). Kadmium je vyznamné,
protoze je z potencialné rizikovych prvki nejmobilnéjsi a nejsnadnéji prestupuje i do rostlin
(Némecek et al. 2010), a proto je zvlasté toxické pro lidi a zivocichy (Checconi et al. 2013).
Mnozstvi oxidll vodiku, organickych latek a jilovych mineralt podporuje sorpci kadmia. Coz
u vétSiny potencialné rizikovych prvkl vede ke snizovani koncentrace ve vodé. Jenze diivod
toho, pro¢ se fadi mezi nejmobilnéjsi je, Ze je schopné zistat v roztoku v podobé ve vodé
rozpustnych komplext s anionty (Kubier et al. 2019).

Kadmium se vyskytuje s celosvétovou prumérnou hodnotou 0,36 mg/kg pidy, bézné
to byva 0,01 az 1 mg/kg pudy (Kubier et al. 2019). Kadmium spole¢n¢ s dal§imi potencialné
rizikovymi prvky ovliviiuje také homeostazi piidy. Dochéazi k tomu naruSenim mikrobialnich
procest, protoze inhibuje aktivitu enzymatickych proteinti tedy i procesy jako je nitrifikace
a amonifikace (Wyszkowska et al. 2013).

3.4 Mikroorganismy v kontaminované pudé

Mikroorganismy se podileji na zivinovych cyklech, ale i na cyklech nékterych kovi.
Vyznamné také plsobi v zajiSténi ekologické perzistence, protoZze maji velkou schopnost
adaptace véetné resistence Kk potencialné rizikovym prvkim (Lin et al. 2019). Piesto je
kontaminace  potencialné  rizikovymi  prvky  dulezitym  omezujicim  faktorem
mikrobiologickych procesi (Singh et al. 2016).

Zvysena koncentrace tézkych kovu inicijuje stresové procesy, které jsou cCasto
vyvolany prostfednictvim interference kovil s enzymy nebo s nukleovymi kyselinami (DNA
¢i RNA) (Boyd a Rajakaruna 2013; Jaishankar et al. 2014). Zputsobuji poskozeni
metabolickych drah a miize dochézet k apoptéoze bunék. Na zakladé toho je negativné
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ovlivnéna druhova rozmanitost a pocet mikroorganismti. Nepfiznivy vliv na mikroorganismy
lze zmirnit aplikaci pfirodnich a organickych hnojiv (Wyszkowska et al. 2013).

Mikroorganismy maji velky specificky povrch a vysokou metabolickou aktivitu.
Proto jsou velmi citlivé na pfitomnost potencialné rizikovych prvki. Jako obranné
mechanismy proti jejich vlivu vyuzivaji jejich fixaci, kompletaci a adsorpci. (Vodyanitskii
a Plekhanova 2014). Nékteré mikroorganismy jsou vuéi toxicité potencialné rizikovych prvku
tolerantn€j$i oproti jinym a dokazou se adaptovat na kontaminované pudy (Boyd
a Rajakaruna 2013). Adaptace na pfitomnost potencialné rizikovych prvkia zahrnuji napiiklad
vytvafeni bariér zabranujicich pohybu a dostupnosti v bunkach, regulacni transport
zado jejich bun€k, Casto s vyuzivanim efluxové pumpy a vytvareni siderofori (Boyd
a Rajakaruna 2013; Schalk et al. 2011).

Siderofory jsou sekundarni metabolity raznych organismi (bakterie, houby, rostliny)
(Albelda-Berenguer et al. 2019; Poggenburg et al. 2018). Jedna se o nizkomolekularni
organické latky, které vazou zelezo i jiné prvky z okolniho prostfedi (Ghosh et al. 2020).
Béhem vylucovani dochdzi ke vzniku komplexi kovi, které jsou rozpustné. Tyto komplexy
mohou absorbovat organismy (Albelda-Berenguer et al. 2019).

Efluxové pumpy jsou membranové proteiny, které se nachazeji v cytoplazmatické
membrané eukaryotickych a prokaryotickych bun¢k (Spengler et al. 2017). Vytlacuji toxické
latky aktivné z periplazmy nebo/a cytoplazmy. Tento zplsob rezistence slouzi také
K odolnosti vici antibiotikiim a vici salinité. Efluxni bakterialni pumpy se fadi do péti rodin
podle jejich zdroje Zivin, preferenci substratu a transmembranovych oblasti (Pal et al. 2020).

Sekrece viskoznich, lepkavych a negativné nabitych extracelularnich polymernich
latek také zvySuje odolnost bakterie proti riznym toxickym latkam (Mohapatra et al. 2020).

3.4.1 Bakterie a jejich chovani v kontaminované piidé

v

Jedna se o nejhojnéjsi organismy v pudé (Khan a Rao 2019). V pudé se vyskytuji
ve spoleCenstvech, ktera pokryvaji pevné pudni ¢astice (Kutilek a Nielsen 2015). Podle typu
pudy, se v jednom gramu muzou nachazet statisice az miliardy bakterii (Khan a Rao 2019).
Taxonomické a funkéni sloZeni pidnich bakterii se pouziva jako indikdtor chemickych
a fyzikalnich vlastnosti puidy, ale pfedevsim ptidni kvality a zdravi (Sarapatka 2014).

Bakterie maji Siroké rozpéti odolnosti k podminkdm prosttedi. Zatimco nékteré druhy
bakterii usmrti malé zmény, jiné jsou naopak velice rezistentni a jsou schopny pfezit extrémni
podminky (silny chlad, teplo, sucho, kontaminace toxickymi latkami, potencialné rizikovymi
prvky) (Khan a Rao 2019). Dle podminek prostiedi, jsou ve vétSiné piipadd schopné
pfizptisobit aktivity i rychlost reprodukce (Sarapatka 2014).

Potencidln¢ rizikové prvky maji velky vliv na slozeni a funkce bakteridlnich
spoleCenstev. Bylo zjisténo, Ze koordinace exprese genl bakterii podle hustoty populace,
vytvari cestu pro vstup kovl. Ty pak ovliviluji interakce mezi samotnymi bakteriemi, i mezi
bakteriemi a jinymi organismy (Boyd 2010). Pasobenim potencialné rizikovych prvki
dochazi k ztraté diverzity (Singh et al. 2014). Diverzita bakterii zvySuje stabilitu spoleenstva
a odolnost k abiotickym a biotickym vlivim (Eisenhauer et al. 2012). Ztrata diverzity muze
byt vyrovnavana imigraci organismu, adaptaci na mistni prostfedi a horizontalnim pfenosem
gend. V piipad¢ adaptace na kontaminace potencidlné rizikovymi prvky predevsim pfenosem
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mechanismu rezistence (Epelde et al. 2015). Krom¢ diverzity, se také vlivem kontaminace
méni slozeni bakteridlniho spolecenstva (Luo et al. 2019) a dalsi parametry diverzity jako je
druhova vyrovnanost, ktera se s kontaminaci zvysuje, zatimco bohatost se snizuje (Epelde et
al. 2015).

V ptdach zneciSténych potencidlné rizikovymi prvky se casto méni pomérné
zastoupeni kment Actinobacteria a Proteobacteria (Margesin et al. 2011). Jako tolerantni
ke kontaminacim se uvadé€ji i kmeny Bacteroides, Acidobacteria a Chloroflexi (Lin et al.
2019). Odolné druhy mohou pak kompenzovat ztratu citlivych druhi, a tim zajistit i Stabilitu
funkci v mikrobialnim spolecenstvu. Vliv tolerantnich druhi bakterii, je vyssi pfi vyssi Girovni
druhové rozmanitosti (Awasthi et al. 2014). Kontaminace potencialné rizikovymi prvky také
méni strukturu a funkci spole¢enstva (Griffiths a Philippot 2013; Luo et al. 2019).

Kadmium negativné ovliviiuje spolecenstvo mikroorganismii (Harichova et al. 2012).
Zajimavé je zjiSténi, ze bakteridlni rozmanitost se liSi v zavislosti, zdali se jedna
0 dlouhodobou kontaminaci kadmiem, nebo jenom o stopové znecisténi (Luo et al. 2019).
Ukézalo se, ze pidy dlouhodob¢é kontaminované kadmiem pfizplsobuji své bakteridlni
spoleCenstvo a za béznych podminek maji funkce zachovéany, 1 kdyZ slozeni spolecenstva
se zméni a dominuji v ném Actinobacteria. Funkce spoleCenstva jsou ale naruSeny pokud
se ptida dalsi faktor, kterym muize byt i novy zdroj uhliku. Narusené spolecenstvo ma potom
mensi resilienci (Madrova et al. 2018).

Bakterie produkuji rozmanité sekundarni metabolity (Tyc et al. 2017). Patii mezi n¢
i antibiotika, kterymi ovliviiuji okolni organismy (v zavislosti na pH, obsahu humusu,
dostupnosti zivin, apod.)(Gislin et al. 2018). Existuje zna¢na pozitivni korelace mezi
rezistenci k antibiotikiim a rezistenci ke kovovym iontim (Reddy a Dubey 2019). Oba typy
rezistence se totiz mohou nachazet na stejnych plasmidech, a proto také Sitit za podobnych
podminek. Na zdklad¢ toho lze predpokladat, Zze vlivem vyvijeni rezistence na tézké
kovy/potencialné rizikové prvky, dochazi i k nepfimému ovlivnéni rezistence na antibiotika
(de Lima e Silva et al. 2012).

V poslednich letech jsou rozsifeny poznatky o bioremediaci pomoci bakterii (Tabulka
3) a hub na piadach, které jsou kontaminovany potencialn¢ rizikovymi prvky
a polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH) (Liu et al. 2017). Midze k ni dochazet
| prostiednictvim  bioprecipitace, tedy nepiimo. Bakterie, které redukuji sirany
(napt. Desulfovibrio desulfuricans) bioprecipitaci pfeménuji siran na hydrogensiran,
atenreaguje s kovy za vzniku nerozpustnych sulfidd kovi (Kaushik et al. 2020).
Bioremediaci kontaminovanych pid silné ovliviluje 1 pohyb a pfemistovani bakterii v pudé
(Yang a van Elsas 2018).

22



Tabulka 3: Bioremediace téZkych kovii pomoci mikrobt (Kaushik et al. 2020)

Bioremediace tézkych

Prvek Dostupny forma Redukovana forma kovii pomoci mikrobii
Bacillus subtilis
Cr Cr (VI)-toxicky a vysoce|Cr (Ill)-neni toxicky ani Pseudomonas putida

rozpustny rozpustny
P Y P Y Enterobacter cloacae

Bacillus thuringiensis

Cd Nerozpustny Rozpustné Cd-sulfidy Desulfovibrio
desulfuricans

Bacillus thuringiensis

Zn Nerozpustny Rozpustné Zn-sulfidy Desulfovibrio
desulfuricans
Se Selenaty a selenity Elementarni Se Bacullus coagulans
As Arsenity Arsenaty Des_u!fotomaculum
auripigment
CN Kyanidy Ammonium Pseudomonas
NO; | Nitraty \P Denitrifying bacteria
Clostridium spp.
U U (VI) U (IV) (nerozpustny) Desulfovibrio
desulfuricans
U U (VI) U (1) Clostridium spp.
Se Selen?’lty: Se (VI) Elementarni forma Thal.Jera sglenatis .
Selenity: Se (1V) Denitrifying bacteria
Tabulka 4: Moznosti bioremediace kovii a mataloid (Kaushik et al. 2020)
Mechanismus Kov a metaloidy
Biosorpce Co, Ni, Cu, Hg, Th, Zn, Cs, Au,

Ag, Sn, Mn, U, Zn, Pb, Cd

Mikrobialni redukce V, Te, S, Mo, As

Enzymaticka redukce |Ru, Os, Au, Ag, As, Pb, Cu, Mo,
U, Se, Bi, Te, Va, Fe

Solubilizace/oxidace Al, Ag, Ni, Pb, Se, Hg, Cd

Precipitace Sulfidy: Fe, Cu, Zn, Pb, Ni, Cr,
Cd, fosfaty: U, Pb
Methylace Se

3.4.2 Viry v puadé

Viry v padé formuji mikrobialni spole¢enstva a souvisejici procesy (Liang et al. 2019).
Mezi nejvyznamnéjsi druhy viri v puadé patii bakteriofagové (fagové) (Kutilek a Nielsen
2015). Bateriofagové rozpoznavaji hostitelské bunky pomoci proteint, které maji na svych
krécich. Ligandy, se kterymi se mohou vlakna krcku a $picky vazat, jsou primarnim faktorem
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pro infikovani hostitele. Je pfedpoklad, ze ty fdgové, ktefi maji vice vlaken na krcku, maji
I vice moznosti potencialnich hostitelti (Obrazek 3) (Plattner et al. 2019).

TSP1 (0rf210)

CBA120 serovar Minnesota &

Baseplate

Domains §
XD1, XD2, XD3 S
T4 gp10-like | TSP3 (orf212)
077 0PS
Domains
XD2, XD3
T4 gp10-ike

J’?f

1‘- 74 TSP1_TD1-like

<oy, TSPA(or213)

AS11 gp106-ike
Obrazek 3: Rozvétveny komplex bakteriofafa CBA120
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.07.022

0157 OPS

Vétsina pudnich bakterii je infikovana fagy, proto mivaji kratkou zivotnost (Kuzyakov
a Mason-Jones 2018). Aktivitu a pfeziti bakteriofagh ovliviiuji faktory pidy jako teplota
pudy, vlhkost, pH, obsah jilu, slozky zivin apod. (Ye et al. 2019). Bylo zjisténo,
ze bakteriofagové predstavuji veétsi rezervoar genli kodujicich rezistence na antibiotika
a nakovové ionty nez samotné bakterie (Subirats et al. 2016). Horizontalni pfenos je
zprostiedkovan transformaci, konjugaci nebo transdukci pomoci fagh (Wang et al. 2018b).

Phage

Donor

Chromosome *

Obrazek 4: Pfesun DNA mezi bakterii a fagem
Dostupné z: https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004219.9001
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4 Lokalita a odbér

Vzorky byly odebrany dne 30. 5. 2018 ve Stiedodeském kraji CR, v lokalitd
Praha —Vinof na dvou parcelach o velikosti 1000 m?a 7362 m®. Parcely spadaji do kategorie
orna puda. Na tyto parcely byl v 80. letech navezen sediment z mistnich rybnikti Velké
a Mal¢é Oburky. Nasledn¢ bylo rozbory zjisténo, ze se jedna o sediment kontaminovany kovy,
zejména kadmiem. Kovy se tam dostaly vyplavenim z blizké opravny leteckych motort
(Stella nedatovano).

Na zakladé¢ Spatial coverage sample (CSC) podle Brus et al. (2006), byla navrzena sit’
pro odbérova mista (Obrazek 5). Tento zpusob byl vybran, protoZze optimalizuje rozvrzeni
na plose, aby bylo pokryti plochy co nejrovnomérné;si.

Obrazek 5: Sit’ odbérovych mist (RNDr. Vaclav Tejnecky, Ph.D.)

Odbéry vzorki pudy byly provedeny povrchové v horizontu s (surface, 0-20 cm)
a d (deep, 40-60 cm). Z kazdého odbéru bylo odebrano pomoci ptidniho vrtaku (pro d) a ryce
(pro s) zhruba 0,5 kg pidy. 10 vzorkovacich mist bylo odebrano pouze v horizontu
s (povrchové) a 10 v horizontu sa d (povrchové i hloubkové). Celkem bylo odebrano
51 vzorki z 20 mist (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Seznam vzorka

= —_ £ = —_ E

2 L, go X § 2 E. gn X %

IS © = o N IS S = o N

s = B 8 g Z S z g g

2| & | & 3 = | & | = 3

o I S o L S
10 0-20 10s Cd 10s (s 14 60-70 [B70 Cd 14 70 |sonda B
10 40-60 |10d Cd 10d |d 14 50-60 |B60 Cd 14 60 | sonda B
9 0-20 9s Cd9 |s 14 40-50 |B50 Cd 14 50| sonda B
1 0-20 1s Cd1ls |s 14 35-40 |B40 Cd 14 40 |sonda B
16 0-20 16s Cd 16s (s 14 30-35 |B35 Cd 14 35|sonda B
16 40-60 |16d Cd 16d |(d 14 25-30 |B30 Cd 14 30 |sonda B
11 0-20 11s Cd11s (s 14 20-25 |B25 Cd 14 25|sonda B
14 0-20 14s Cd 14s (s 14 15-20 |B20 Cd 14 20 |sonda B
14 40-60 |14d Cd 14d |d 14 7,5-15 [B15 Cd 14 15|sonda B
19 0-20 19s Cd19s (s 14 0-75 |[B5 Cd 145 |[sondaB
20 0-20 20s Cd 20s (s 6 80-95 |A80 Cd 680 |sonda A
20 40-60 |20d Cd 20d |d 6 70-80 |A70 Cd 670 |sonda A
12 0-20 12s Cd12s (s 6 50-60 | A60 Cd 660 |sonda A
12 40-60 |12d Cd 12d |d 6 50-60 |A50 Cd 650 |sonda A
5 0-20 5s Cdb5s s 6 40-50 |A40 Cd 640 |sonda A
7 0-20 7s Cd7s |s 6 30-35 |A30 Cd 630 |sonda A
13 0-20 13s Cd 13s |s 6 25-30 |A25 Cd 625 |sonda A
3 0-20 3s Cd3s |s 6 20-25 | A20 Cd 620 |sonda A
2 0-20 2s Cd2s (s 6 10-15 |A15 Cd 615 |sonda A
2 40-60 [2d Cd2d |d 6 2-10 Al0 Cd 610 |sonda A
8 0-20 8s Cd8s |s 6 0-5 A5 Cd65 |sonda A
8 40-60 [8d Cd8d |d
17 0-20 17s Cd17s |s
15 0-20 15sk Cd 15s |s
6 0-20 6s Cdés |s
6 40-60 |6d Cded |d
4 0-20 4s Cd4s |s
4 40-60 |4d Cd4d |d
18 0-20 18sk Cd18s |s
18 40-60 |18d Cd18d |d

Na zéklad¢ vysokého obsahu kadmia (Cd) ur€eném v terénu pomoci pfistroje

X-ray fluorescence

(XRF)

(Delta Premium XPD 6000,

OLYMPUS

INNOV-X,

Massachusetts, USA), byla vybrana 2 odbérova mista pro sondy. Jedno misto bylo vybrano
Z oblasti travni vegetace a druhé z pole. Na mistech 6 (sonda A) a 14 (sonda B) tedy byly
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vykopany pudni sondy o hloubce 100 cm. Ze sond bylo odebrano kazdych cca 10 cm asi

10 piidnich agregatii o hmotnosti kolem 0,15 g. Tyto agregaty byly pouzity pro DNA extrakci
na stanoveni mikrobidlnich spolecentev. Ze sond byly také odebirdny vzorky pomoci

Kopeckého valeckt k urceni fyzikalnich vlastnosti pud.

4.1 Pracovnici

Tabulka 6: Seznam provadénych analyz a pracovnici, ktefi je provadeéli

Metoda

Pracovnik

Odbér vzorka

RNDr. Vaclav Tejnecky, Ph.D.

doc. Ing. Ondtej Drabek, Ph.D.

doc. RNDr. Markéta Mareckova, Ph.D.
Ing. Jan Kopecky, Ph.D.

Tvorba mapoveé sité odbérii

RNDr. Véaclav Tejnecky, Ph.D.

Analyza ptidniho pH

Bc. Pavla Vojtova

Izolace DNA, elektroforéza, PCR (sondy)

Bc. Pavla Vojtova

Izolace DNA, elektroforéza, PCR (plocha)

Pracovnici VURV,v.v., Praha

Illumina sekvence

Universita of Illinois (Chicago, USA)

Pseudototalni obsahy prvkti (obracena
lucavka kralovskd)

doc. Mgr. Martina Vitkova, Ph.D.

Obsah organického uhliku

Bc. Pavla Vojtova

Fyzikalni
valecku

analyza pomoci Kopeckého

RNDr. Véaclav Tejnecky, Ph.D.

Ptiprava oxalatovych forem Fe, Mn, Al,
pomoci Stavelanu amonného

Bc. Pavla Vojtova

Meg¢ieni oxalatovych forem Fe, Mn, Al
pomoci ICP-OES

doc. Ing. Ondiej Drabek, Ph.D.

Kationtova vymeénna kapacita pfiprava a
vypocCty

Bc. Pavla Vojtova

Kationtovd  vyménna méteni

pomoci ICP-OES

kapacita

doc. Ing. Ondiej Drabek, Ph.D.

Vyhodnoceni vysledkti, grafy a statisticka
analyza v programu Statistica

Bc. Pavla Vojtova

Statistické analyzy v programu R

Ing. Jan Kopecky, Ph.D.
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4.2 Chemikalie

Tabulka 7: Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie/Komer¢ni sada

Dodavatel/Vyrobce

Isoamylalkohol

Penta, Ceska republika

Chloroform

Lach-Ner, Ceska republika

Fenolftalein

Lachema, Ceska republika

Siran amonno-Zeleznaty hexahydrat (Mohrova sul)

Lachema, Ceské republika

Fenol

MP Biomedicals, Kalifornie, USA

Kyselina sirova

Lach-Ner, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova

Lach-Ner, Ceska republika

Kyselina dusi¢na

Lach-Ner, Ceska republika

Dihydrogenfosforecnan sodny

Penta, Ceska republika

Kyselina stavelova dihydrat

Lach-Ner, Ceska republika

Chlorid hote¢naty

Invitrogen, Kalifornie, USA

Stavelan diamonny

Lach-Ner, Ceska republika

Hydroxid draselny

Penta, Ceska republika

Chlorid sodny

Penta, Ceska republika

Kyselina 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazinetansulfonova (Hepes)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Agarosa

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Hexadecyltrimetylamoniumbromid (CTAB)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Dichroman draselny

Lach-Ner, Ceska republika

Octan sodny

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Chlorid barnaty Lach-Ner, Ceska republika
Isopropanol Penta, Ceska republika
Etanol Penta, Ceska republika
Chlorid vapenaty Penta, Ceska republika

Dimetylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Dodecylsiran sodny (SDS)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

dNTP Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA
Tris hydrochlorid (Tris-HCI) Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Tris-acetat Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Yellow load pufr

Top-Bio, Ceska republika

GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA

SYBR Safe DNA Gel Stain

Invitrogen, Kalifornie, USA

AccuPrime ™ Taq DNA Polymerase Systém

Carlsbad, Kalifornie, USA

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase

Promega, Wisconsin, USA

GoTaq® Hot Start Polymerase

Promega, Wisconsin, USA

Primer CS1 515pF
(5*-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-39)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Primer CS2 806aR
(5°-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-39)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA
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4.3 Metodika fyzikalné-chemickych analyz

Fyzikalni a chemické vlastnosti ptd byly stanovovany na Katedfe pedologie a ochrany
pud (Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji) a extrakce pomoci obracené
lu¢avky kralovské na Katedie geoenvirometnlnich véd (Fakulta Zivotniho prostiedi) Ceské
zemé&de€lské univerzity v Praze. Mezi provadéna méfeni patii: pidni reakce; kationova
vyménnd kapacita; obsah organického uhliku; oxaldtové vyménné formy Zeleza, hliniku,
manganu; pseudototalni obsah rizikovych prvka po extrakci obracenou lu¢avkou kralovskou
a fyzikalni vlastnosti pomoci Kopeckého valeck.

Pted analyzami byly vzorky vysuSeny v suSarné¢ (Memmert, Némecko) pfi teploté
40 °C a presaty pres 2 mm sito (jemnozem I). Pro pedologické analyzy bylo nutno piesat
pudu pres sito s 0,25 mm oky (jemnozem Il — analytickd jemnost). V pfipadé, ze byla
pouzivana deionizovana voda, meéla konduktivitu <0,055 puS-cm—1, Crystal Adrona
a soucasn¢ < 2 ng-L—1 TOC (TOC = celkovy organicky uhlik).

4.3.1 Pseudototalni obsah rizikovych prvki

Pseudototalni obsah rizikovych prvkii byl proveden pomoci extrakce obracenou
lu¢avkou kralovskou (1 dil HCI a 3 dily HNOj3) za horka. Postup byl proveden podle
metodiky popsané v Bortivka et al. (2015).

Do teflonovych zkumavek byly navazeny 0,25 g vzorku pidy. Pfidanim 2-3 ml
deionizované vody byla piida ovlhcena. Nésledn€¢ byla postupné pfilita smés obracené
luc¢avky kralovské (2,5 ml HCI + 7,5 ml HNO3). Zkumavky byly ponechany alespoii 15 minut
v klidu v digestofi pro probéhnuti pocatecni reakce. Nasledné byly uloZzeny do rotoru
mikrovinného reak¢éniho systému SOLV (Multiwave PRO, Anton Paar, Rakousko) a zvolen
program pro digesci metodou 3501A (pfedinstalovana metoda v pfistroji). Ta probehla pii
170°C a po 15 minutach klesla na 70 °C. Extrakt byl nasledné zfiltrovan pomoci
membranového filtru (péry < 0,45 pum) do zkumavek o objemu 50 ml. Zkumavky byly
doplnény demineralizovanou vodou po rysku. Poté byly vzorky nafedény v poméru 1v:9v
deionizovanou vodou. Poté byl zméfen pseudototalni obsah prvki pomoci ICP-ES (Agilent
730, Agilent Technologies, USA) a Cd pomoci ICP-MS (iCap Q, Thermo Scientific,
Massachusetts, USA).

4.3.2 Pudni reakce

Aktivni pudni reakce (pHpzo) 1 vyménnd (pHpaciz) byla méfena potenciometricky
podle navodu popsaném v Cools a De Vos (2016). Ptiprava a méfeni pHgaciz popsano
Vv kapitole Kationtovd vyménna kapacita.

Pro pHuo bylo navazeno 5 g pudy a zalito 25 ml destilované vody. Méfeno
pH-metrem (Multi3620 IDS, WTW, Némecko).

Khodnoceni pH byla vyuzita tabulka z Vyhlasky ¢. 275/1998 Sb. Ministerstva
zemédélstvi.
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4.3.3 Organicky uhlik

Pro stanoveni mnozstvi organického uhliku byla pouzita modifikovana Tjurinova
metoda (Pospisil 1964).

Bylo navaZeno 0,2-0,4 g ptudy analytické jemnosti do sklenénych kadinek o objemu
50 ml a zalito 10 ml 0,0667 M chromsirové smési (ve 400 ml destilované vody rozpusténo
19,6148 g K,Cr,07 a pridano 500 ml koncentrované¢ H,SO,4, smés doplnéna destilovanou
vodou na mnozstvi 1 1). Ve dvou kadinkach byl ptipraveny slepy vzorek (k urceni faktoru
Mohrovy soli), tedy pouze 10 ml chromsirové smési bez plidniho vzorku. VSechny kadinky
byly zakryty hodinovym sklickem a dany do susarny na 45 minut pii 125 °C. Po zchladnuti
bylo oplachnuto hodinové sklicko i stény kddinky destilovanou vodou. Nésledn¢ byla kadinka
poloZzena na magnetické michadlo, vlozena Pt — elektroda a za stdlého michani prob¢hla
titrace 0,1 M Mohrovou soli (39,21 g Fe(NH4)2(SO4)2.6H,0 rozpusténou v 300 ml
destilované vody okyselené koncentrovanou H»SO4, doplnéno destilovanou vodou
namnozstvi 1 1 do bodu ekvivalence). Bod ekvivalence byl patrny trvalou vychylkou
na ukazateli galvanometru, coz bylo doprovdzeno zménou barvy na modro-zelenou. Spotiteba
Mohrovy soli byla zapsana u kazdého vzorku pro pozdé¢jsi vypocty. Na zakladé titrace
slepych vzorki byl zjistén faktor Mohrovy soli tak, ze byly titrovany Mohrovou soli
do zmény barvy na modrozelenou a trvalé vychylky na ukazateli galvanometru. Z toho byl
vypocten faktor na zadkladé¢ Rovnice 1. Posléze byl spocitan obsah oxidovatelného uhliku
Rovnice 2 a (orienta¢ni obsah humusu podle Rovnice 3).

Rovnice 1: Faktor Mohrovy soli

f — faktor Mohrovy soli
a — spotieba Mohrovy soli pfi titraci slepého vzorku

Rovnice 2: Obsah oxidovatelného uhliku

100

Cox=(12—-10,3*Sxf) =

f — faktor Mohrovy soli
S — spotfeba Mohrovy soli pii titraci vzorku (ml)
n — navazka vzorku (mg)

Rovnice 3: Obsah humusu

%humusu = 1,724 * Cox
1,724 — Welteho koeficient
Cox (%) — obsah oxidovatelného uhliku

4.3.4 Kationtova vyménna kapacita

Kationtovda vyménna kapacita (KVK) byla méfena dle Mezinarodniho programu
spoluprace v oblasti hodnoceni a monitorovani u¢inkd znecisténi ovzdusi na les (ICP-Forest)
(Cools a De Vos 2016).
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Bylo navazeno 2,5 g vzorku a prilito 30 ml 0,1 M BaCl, (25 g BaCl, . 2H20 + 1 |
destilované vody) Vzorky byly 2 hodiny tfepany 150 kmitt/min (GFL 3006, GFL, Némecko),
centrifugovany 10 minut pii 4000 rpm/min (Eppendorf AG 5810, Eppendorf, Némecko)
a nasledné filtrovany pomoci filtra¢niho papiru (Filtrak, Némecko). Poté byly zméteny volné
vodikové ionty pomoci pH-metru (Multi3620 IDS, WTW, Némecko), hodnoty byly vyuzity
pro vyménné pHgacip. Zméieny roztok byl pfed samotnou prvkovou analyzou 10x ziedén
a zfiltrovan pfes nylonovy stiikackovy membranovy filtr (péry mensi 0,45 pm)
(MERCI, s.1. 0., Ceska republika). Stanoveni prvki bylo provedeno optickym emisnim
spektrometrem s indukéné vazanym plazmatem ICP-OES (iCAP 7000, Thermo Scientific,
Massachusetts, USA) a nasledné piepocitano podle nasledujicich rovnic:

Rovnice 4: Vypocet iontového ekvivalentu

cxV

[E= m * EQ * 10

IE - iontovy ekvivalent (cmol + kg™)

¢ - koncentrace prvku v roztoku v mg L™

V - objem ptidaného roztoku v ml

m - navazka vzorku pudy v g

EQ - ekvivalent prvku v g mol™

EQ = M/z (M - molarni hmotnost prvku v g mol™, z - naboj prvku)

EQ pro sledované prvky:

Ca” =20,04; Mg*" = 12,16; K* = 39,10; Na* = 22,99; AP** = 8,99 Fe** = 18,62; Mn?* = 27,47, H" = 1,01

Rovnice 5: Vypocet H"
(107PHP — 107PHO) x V x 1000 c(AD) *V

m * 0,88 10-PHp
m * M(Al) * (1 +W)

H* = 1071«

H* - volny H (cmol + kg™)

pH, — hodnota pH BaCl, roztoku po extrakei ptidy
pH, — hodnota pH pfipraveného roztoku BaCl,

V — objem piidaného roztoku v ml

m - navazka vzorku pudy v g

c(Al) - koncentrace Al v roztoku BaCl, v mg L™
M(AI) - molarni hmotnost Al v g mol™

Rovnice 6: Vypocty KVK; BA; BC a saturace bazi

KVK (cmol + kg!) = BC + EA

KVK = Ca®* + Mg* + K" + Na* + AI** + Fe*" + Mn** + H*
BC =Ca®" + Mg* + K" + Na*

EA= AP + Fe* + Mn®" + H*

Saturace bazi = BC/KVK * 100

KVK - kationtova vyménna kapacita (cmol + kg™)

Ca?*, Mg®*, K*, Na*, AP, Fe*", Mn*", H" - iontovy ekvivalent (IE, cmol + kg™)
BC - bazické kationty (cmol + kg ™)

EA — vyménna acidita (cmol + kg™)

Saturace bazi - nasycenost sorpéniho komplexu bazickymi kationty (%)
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4.3.5 Oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al

Extrakce probéhla za temna kyselym Stavelanem amonnym pro amorfni a Spatné
krystalické oxidy a hydroxidy podle Courchense a Turmel (2008); McKeague a Day (1966).

Do polypropylenovych lahvicek (PE lahvicek) o objemu 50 ml (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) bylo navdzeno 0,5 g pudniho vzorku (suchy, analyticka
jemnost). Pfilito 20 ml roztoku 0,2 M Stavelanu amonného (pH 3) (700 ml 0,2 M
(NH;)2C204.H,O + 535 ml 0,2 M H,C,04.2H,0). Lahvicky byly uzavieny a tiepany
150 kmitd/min (GFL 3006, GFL, Némecko) po dobu 4 hodin v temnu a laboratorni teploté
20 °C. Poté byly centrifugovany 10 minut pii 4000 rpm/min (Eppendorf AG 5810, Eppendorf,
Némecko) a zfiltrovany pires skladany filtracni papir (Filtrak, Némecko) do novych
PE lahvic¢ek.

Zfiltrovany roztok byl nafedén 10x destilovanou vodou a zfiltrovan pies jednorazovy
membranovy stifkackovy filtr (péry mensi nez 0,45 pm) (MERCI, s. r. o., Ceska republika)
do plastovych jednorazovych zkumavek se zatkou (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA). Nasledn¢ byly extrahované prvky (Feox, Alox, Mnoy) stanoveny pomoci ICP-OES
(iCAP 7000, Thermo Scientific, Massachusetts, USA).

4.3.6 Fyzikalni vlastnosti dle Kopeckého valecki

Fyzikalni vlastnosti byly zjiStovany z neporusené¢ho piidniho vzorku odebraného
pomoci Kopeckého valeckli o objemu (V) 100 cm®. U sondy B, bylo odebrano celkem
8 valeckl a u sondy A valeckt 7 (Tabulka 8).

Tabulka 8: Po¢ty odebranych vale¢ki v riznych hloubkach pro sondy A a B

Hloubka [cm] | Pocet u sondy A | Pocet u sondy B
0 2 2
20 2 2
40 2 2
60 - 2
95 1 -

Na neporuSenych ptudnich vzorcich byla stanovena: momentalni vlhkost, porovitost,
kapilarni nasaklivost, maximalni kapilarni vodni kapacita a maximalni vodni kapacita podle
Novaka. Postup stanoveni popsan v Valla et al. (2011).

Pted samotnym odbérem vzorkli byly Kopeckého valecky zvazeny (Gv). Vzorky byly
pii odbéru zavickovany a do 4 hodin pfemistény do laboratote. V laboratofi byly vzorky
zvazeny (Ga) a neprodlené¢ odvickované postaveny na kruhovy filtraéni papir umistény
na hodinové sklo.

Poté byly Kopeckého valecky ponechany nasyceni destilovanou vodou vzlinanim
pomoci filtraéniho papiru. Vrsky Kopeckého valeckl byly zakryty hodinovymi skly, aby bylo
zamezeno vyparu. Syceni probihalo do druhého dne zhruba 12 hodin, nez byly zakladny zcela
nasyceny (bylo hodnoceno podle lesku horni zdkladny vzorku). Zvazenim byla zjisténa
hmotnost kapilarn¢ nasycené¢ho vzorku (Gb).
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Po zvazeni byly Kopeckého valecky postaveny na Ctyfnasobné skladany filtrani
papir, horni zakladny zakryty hodinovym sklem a ponechany 30 minut odsavat. Hmotnost
po 30 minutach byla zapsana (Gc).

Kopeckého vélecky byly opét polozeny na suchy ¢tyfnasobné skladany filtracni papir,
svrchu zakryty hodinovym sklem a ponechany dalSich 90 minut odsavat. Hmotnost téchto
valeckl byla zapsana jako hmotnost po 2 hodinach odsavani (Gd).

Po tieti byly Kopeckého valecky znovu polozeny na Ctyfndsobné skladany filtracni
papir se zakrytym vrchem a nechany dalSich 22 hodin odsavat. Tato hmotnost byla zapsana
jako hmotnost po 24 hodinach odsavani (Ge).

Poté byly valeCky umistény do suSarny na kulatém filtraénim papiru s hodinovymi
skly (hmotnost zaznamendana), a vysuSeny pii 105 °C do konstantni hmotnosti. Po zchladnuti
byla hmotnost zapsana (Gf), a pouzita ke stanoveni hmotnosti susiny (Gh).

Sucha zemina byla navazena po 10 g (Nz) do porcelanovych misek s destilovanou
vodou a 5 minut vafena. Do pyknometrii byla nalita destilovand voda. Nasledn¢ byly
pyknometry i s vodou temperovany na 20 °C a zvazeny (pH20). Po vyliti vody byly
pyknometry naplnény suspenzi destilované vody se zeminou. Po vytemperovani opét
na 20 °C byly znovu zvazeny (pz).

Nasledné probéhly vypocty (Ptiloha 2).

4.4 Metodika mikrobiologickych analyz

Mikrobiologické analyzy byly provedeny na Vyzkumném ustavu rostlinné
vyroby, V. v., Praha-Ruzyné¢.

Na vzorcich z plochy i na vzorcich ze sond (odbérové misto 6 a 14), byly aplikovany
molekularni metody pro zjisténi taxonomického zastoupeni bakteridlni komunity. Konkrétné
se jednalo o extrakci DNA (deoxyribonukleova kyselina), elektroforézu, polymerazovou
retézcovou reakci (PCR) a Illumina sekvenci.

4.4.1 Extrakce DNA z pidy

Na zadklad¢ metody popsané v ¢lanku Sagova-Mareckova et al. (2008), byla
extrahovana DNA z ptidy. Do 2 ml zkumavek se Sroubovacim uzavérem bylo pfidano 250 mg
sklenénych kulicek o pruméru 0,1 mm a 250 mg o praméru 0,5 mm (BioSpeck, Oklahoma,
USA). Bylo pfiddno po jednom agregatu od kazdého vzorku (v ptipad¢ vzorkd odebiranych
Z plochy, bylo navazeno 0,5 g vzorku). Vaha kazdého vzorku byla zapsana. Agregaty byly
zakapnuty destilovanou vodou (pf.: na 0,12 g ptidano 120 ul vody).

Nasledné bylo ptidano 600 pl Miillerova extrakéniho pufru (50 mM NaH,PO, (pH 8)
+ 50 mM NaCl + 500 mM Tris-HClI (pH 8) + 5 % SDS) a 300 ul
fenolu:chloroformu:isoamylalkoholu (25v:24v:1v). Vzorky byly homogenizovany v mlyné
(3110 BX Mini-BeadBeater-1, BioSpec, Oklahoma, USA) po dobu
90 sekund pti 2500 otackach za minutu.

Poté byly vzorky centrifugovany (Centrifuge Eppendorf 5418, Eppendorf, Némecko)
po dobu 2 minut pii 12000 rpm (otaCkach za minutu). Byl odebran supernatant do novych
2 ml zkumavek s vikem (Eppendorf). Do plvodnich zkumavek bylo ke vzorkiim ptidano
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300 pl Miillerova extrakéniho pufru. Znovu homogenizovano (3110 BX Mini-BeadBeater-1,
BioSpec, Oklahoma, USA) pii 2500 rpm po dobu 30 sekund. Poté dano do centrifugy
odstfedit na 2 minuty pii 12000 rpm. Supernatant byl odebran a pifidan do zkumavek
a smichan s jiz odebranym supernatantem ptedchoziho odstfedéni.

Do zkumavek byl pfidan stejny objem fenolu:chloroformu (1v:1v), jako byl objem
odebraného supernatantu. Zkumavky byly protiepany a vloZeny do centrifugy na 5 minut
pti 6000 rpm. Supernatant byl odebran a peveden do novych zkumavek.

Nasledn¢ bylo pfidano stejné mnozstvi chloroformu, jako odebraného vzorku.
Probéhlo znovu odstifedéni v centrifuze po dobu 5 minut pti 6000 rpm.

Do novych zkumavek byl odebran supernatant a kratce zahraty na 65 °C v termobloku
(Bio TDB-100, BIOSAN, Litva). Dale byl ptidan 5M chlorid sodny na finalni koncentraci
1,5 M (3/7 objemu vzorkl bylo rovno objemu ptidavaného chloridu sodného).

Poté byl pfidan 10 % cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) na finalni
koncentraci 1% ( 1/10 objemu vzorku se rovnala objemu ptidavaného CTAB). Tato smés
ve zkumavkach byla promichdna a vlozena na 30 minut do termobloku (Bio TDB-100,
BIOSAN, Litva) pti 65 °C. Po zahtati byly vzorky zchlazeny na 20 °C studenou vodou.

Do zchlazenych zkumavek byl pfidan stejny objem chloroformu jako vzorku. Smés
byla promichéna a dana na 15 minut odstfedit do centrifugy pii 4500 rpm.

Supernatant byl odebran do novych zkumavek o objemu 1,5 ml. Byla pifidana
1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 5) a 60 % objemu isopropanolu. Zkumavky byly
dikladné protfepany a ponechany 20 minut stat v pokojové teploté. Nasledné byly vlozeny
do centrifugy (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Némecko) vychlazené na 4 °C a nechany
20 minut odstfed’ovat pii 10000 rpm.

Po vyndéani z centrifugy, byl opatrné vylit obsah tak, aby na dné zistaly peletky
izolované DNA. Do zkumavek bylo nalito 50 ul 70% vychlazeného etanolu a byly dany opét
do centrifugy (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Némecko) na 5 minut pfi 10000 rpm a 4 °C.

Lih byl odsdn a zkumavky s peletkou DNA byly vysuseny ve vakuové odparce
pti 40 °C (CentriVap, Missouri, USA). Po vysusSeni bylo pfidano 30 pl destilované vody
a nechano rozpoustét 1 hodinu pii 65 °C v termobloku (Bio TDB-100, BIOSAN, Litva).

Nésledné¢ probéhlo cistétni DNA. Byla pfidana 1/10  objemu  smési
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Hepes) a chloridu vapenatého
(pomér 1mol:1mol). Smés byla ponechana v klidu pii pokojové teploté po dobu 15 minut.
Dale byla k piecisténi pouzita sada GeneRead Size Selection Kit (50) (QIAGEN, Némecko).
Kde byl pouzit ptilozeny ndvod komercni sady, ktery byl modifikovany pro potieby vzorki.

Byl pfidan pufr SB1 v mnozstvi 4-nasobku objemu vzorku. Smés vzorku s pufrem
byla prendana do vychlazenych zkumavek MinElute a centrifugovdna 1 minutu
pti 12000 rpm. Poté byla vylita tekutina odstfedéna v dolni ¢asti zkumavek. Do stejnych
zkumavek bylo pfilito 700 ul 70% vychlazeného etanolu a znovu odstiedéno v centrifuze
1 minutu pti 12000 rpm. Obsah tekutiny v dolni ¢asti zkumavek byl opét vylit.

Do stejnych zkumavek bylo znovu nalito 700 pl 70% etanolu a znovu centrifugovano
1 minutu za stejnych podminek. Odstfedény etanol byl vylit. Vrchni ¢ast zkumavek MinElute
byla pfendana do novych zkumavek o objemu 1,5 ml. Do takto sestavenych zkumavek bylo
nalito 30 ul destilované vody ohtaté na 35 °C. Zkumavky byly ponechany v klidu 1 minutu.
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Poté probéhla centrifugace po dobu 1 minuty pii 12000 rpm. VrSek zkumavek
s filtrem byl odejmut a spodni ¢ast s eluovanou DNA byla uchovana pro dalsi zpracovani.

4.4.2 Elektroforéza

Ke zjisténi Gspésnosti extrakce DNA, byla vyuzita elektroforéza. Do zahtaté agarové
smési (0,5g agarozy + 50 ml TAE pufru) bylo po lehkém zchlazeni napipetovano 5 ul SYBR
Safe DNA Gel Stain (v DMSO vpoméru 1v:9v). Tato smés byla nalita do formy,
kde se nechala ztuhnout (cca 30 minut pii pokojové teploté cca 20 °C). Nasledné byl gel
vlozen do aparatury pro elektroforézu, v niz byl nalit TEA pufr (40 mM Tris-acetatu + 1 mM
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; pH 8) (EDTA (2 mM): 0,074 g Na,EDTA.2H,0
+ 50 ml dH,0).

Do prvni jamky kazdého fadku bylo napipetovano 5 pl markeru GeneRulerTM 1kb
Plus DNA Ladder, ktery slouzil k ode¢teni mnozstvi a velikosti vzorku. Do zbylych jamek
byly napipetovany vzorky a to tak, Ze byly smichany 2 ul DNA a 3 ul Yellow load pufru.

Poté byla spusténa elektroforéza pti napéti 95 mA a 100 V po dobu zhruba 20 minut.
Po probéhnuti elektroforézy, byl gel vyfocen v UV translumindtoru pomoci programu
GeneSnap 7.12, na némz bylo zji$téno, zda-li byla extrakce DNA tspésna.

K odecteni slouzil GeneRulerTM 1kb Plus DNA na agar6zovém Ladder jak pro
extrakci DNA, tak i PCR.

4.4.3 Polymerazova ietézcova reakce a sekvence metodou Illumina

Tato Cast probihala dle metodiky popsané v diplomovych pracich Patrmannova
(2019); Zyvalova (2017) a praci Madrova et al. (2018).

Pro vzorky byla namichana reakéni smés ve sterilnim prostiedi. Pro uspésné
probéhnuti reakce bylo nutné optimalizovat mnozstvi pfidané DNA. Zaroven byly testovany
rizné DNA polymerazy. Dle Tabulka 9 nebo Tabulka 10 bylo namichano potfebné mnozstvi
reakéni smési pro davku na jeden vzorek 25 pl. Vzhledem k rizné koncentraci DNA
ve vzorku, bylo namichano nékolik smési. Smés byla ménéna pouze mnozstvim ptidavaného
DNA, a to ubrdnim vody ve smési a druhem pouzité polymerazy. Pouziti druhli polymeraz,
vaha agregatu a mnozstvi pouzit¢ DNA do reakéni smési u jednotlivych vzorki je popsano
v Tabulka 13, Tabulka 14, Tabulka 15.

Polymerazy byly poZivany tfi a to: AccuPrime ™ Taq DNA Polymerase Systém,
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase a GoTaq® Hot Start Polymerase. Pro amplifikaci genu
16S rRNA pro prokaryota, byly pouzity universalni primery s pfevisovymi
adaptéry CS1_515pF
5‘-ACACTGACGACATGGTTCTACAGAGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3a CS2_806aR
5-“TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTACGGACTACNVGGGTWTCTAAT-3".

Jednotlivé smési s vzorky byly napipetovany do mikrozkumavek (Eppendorf)
o objemu 0,2 ml v komoie vysvicené UV zafenim. Jako pozitivni kontrola slouzila DNA
ze Streptomyces scabiei DSM 41658. Jako negativni kontrola byla ptidavana pouze dH,O.

Amplifikace genu pro 16S rRNA probéhla v termocykléru (C1000™ Thermal Cycler,
Bio-Rad Laboratories, Kalifornie, USA). Podminky reakci byly optimalizovany podle pouZité
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polymerazy (Tabulka 11 a Tabulka 12). Uspé&snost byla zkontrolovana pomoci elektroforézy,
stejné jako po extrakci DNA.

Vysledné amplikony byly odeslany na Universitu of Illinois (Chicago, USA), kde byly
oboustranné sekvenovany metodou MiSeq (Illumina, San Diego, USA). Ob¢ sekvence
z jednoho organismu byly sparovany, filtrovany a sefazeny s vyuzitim databaze Silva jako
reference. Chiméry byly kontrolovany pomoci néstroje Vsearch a to podle standardniho
postupu MiSeq v Mothur 1.44.1. Taxonomické zafazeni prob¢hlo dle databaze Silva. Byly
odstranény sekvence mitochondrii, plastidi a sekvence neklasifikované v doméné Bacteria.
Knihovna sekvenci pak byla seskupena do OTU a to pomoci Uparse v softwaru Usearch
v10.0.240. Tabulka byla zpracovavana pomoci nastrojii v Mothur a nasledné v programu
Excel.

Tabulka 9: Slozeni reak¢éni smési pro PCR (AccuPrime)

Slozka Mnozstvi pro 1 vzorek (ul)
10X Buffer 1. 2,5
Piimy primer CS1F (fedéno 1v:9v dH20) 0,5
Zpétny primer CS2R (fedéno 1v:9v dH20) 0,5
Polymeraza 0,5
MgClI2 1,5
dH20 17,25
DMSO 1,25
DNA 1
Celkovy objem 25
Tabulka 10: SloZeni reak¢ni smési pro PCR (GoTaq)
Slozka MnoZstvi pro 1 vzorek (ul)
Buffer 5
Ptimy primer CS1F (fedéno 1v:9v dH20) 1
Zpétny primer CS2R (fedéno 1v:9v dH20) 1
Polymeraza 0,125
dNTP 0,5
MgCI2 4
dH20 11,125
DMSO 1,25
DNA 1
Celkovy objem 25
Tabulka 11: Podminky reakce PCR (AccuPrime)
Proces Teplota (°C) Cas Opakovani
Pocatecni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedani primert 55 45s 29
Syntéza 68 30s
Zavéretna syntéza 68 7 min 1
Konec (udrzovaci teplota) 4
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Tabulka 12: Podminky reakce PCR (GoTaq)

Proces Teplota (°C) Cas Opakovani
Pocate¢ni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s

Nasedéani primer 55 45s 29

Syntéza 72 30s

Zavérecna syntéza 72 7 min 1

Konec (udrzovaci teplota) 4

Tabulka 13: Vaha agregatu, mnozstvi pouzité DNA do reakéni smesi PCR a druh pouzité polymerazy (opakovani 1)

@ o0 - =
== % g .z | E82 x
§° > E = 8¢ :
< o

Aba Cd 6-5 sonda 0,27 1 AccuPrime
AlOa Cd 6-10 sonda 0,09 1 AccuPrime
Al5a Cd 6-15 sonda 0,14 1 AccuPrime
A20a Cd 6-20 sonda 0,13 2 GoTaq Hot Start
A25a Cd 6-25 sonda 0,15 2 GoTaq Hot Start
A30a Cd 6-30 sonda 0,16 2 GoTaqg Hot Start
A40a Cd 6-40 sonda 0,07 1 AccuPrime
A50a Cd 6-50 sonda 0,17 2 GoTaq Hot Start
A60a Cd 6-60 sonda 0,15 1 AccuPrime
AT70a Cd 6-70 sonda 0,35 2 GoTaq Flexi
A80a Cd 6-80 sonda 0,24 2 GoTaq Hot Start
B5a Cd 14-5 sonda 0,12 2 GoTaq Hot Start
B15a Cd 14-15 sonda 0,13 2 GoTaq Hot Start
B20a Cd 14-20 sonda 0,23 2 GoTaq Hot Start
B25a Cd 14-25 sonda 0,05 1 AccuPrime
B30a Cd 14-30 sonda 0,12 2 AccuPrime
B35a Cd 14-35 sonda 0,04 5 AccuPrime
B40a Cd 14-40 sonda 0,2 1 AccuPrime
B50a Cd 14-50 sonda 0,26 2 GoTaq Hot Start
B60a Cd 14-60 sonda 0,14 1 AccuPrime
B70a Cd 14-70 sonda 0,12 2 GoTaq Hot Start
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Tabulka 14: Véaha agregatu, mnozstvi pouzité DNA do reakéni smési PCR a druh pouzité polymerazy (opakovani 2)

Q = — =

T N ag Fg %

9= = = = R N o X e

L 8§ + :

S 3 3 =S8
A5b Cd 6-5 sonda 0,14 2 GoTag Hot Start
Al10b Cd 6-10 |sonda 0,09 1 AccuPrime
Al5b Cd 6-15 |sonda 0,11 5 AccuPrime
A20b Cd 6-20 |sonda 0,1 1 AccuPrime
A25b Cd 6-25 |sonda 0,01 5 AccuPrime
A30b Cd 6-30 |sonda 0,27 2 GoTag Hot Start
A40b Cd 6-40 |sonda 0,16 5 AccuPrime
A50b Cd 6-50 |sonda 0,09 5 AccuPrime
A60b Cd 6-60 |sonda 0,19 1 AccuPrime
AT70b Cd 6-70 |sonda 0,09 2 GoTag Hot Start
A80b Cd 6-80 |sonda 0,29 5 AccuPrime
B5b Cd 14-5 |sonda 0,15 2 GoTag Hot Start
B15b Cd 14-15 |sonda 0,12 1 AccuPrime
B20b Cd 14-20 |sonda 0,22 2 GoTag Hot Start
B25b Cd 14-25 |sonda 0,1 1 AccuPrime
B30b Cd 14-30 |sonda 0,13 2 GoTag Hot Start
B35hb Cd 14-35 |sonda 0,24 1 AccuPrime
B40b Cd 14-40 |sonda 0,19 1 AccuPrime
B50b Cd 14-50 |sonda 0,14 2 GoTaq Hot Start
B60b Cd 14-60 |sonda 0,16 5 AccuPrime
B70b Cd 14-70 | sonda 0,13 X X
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Tabulka 15: Véaha agregatu, mnozstvi pouzité DNA do reakéni smési PCR a druh pouzité polymerazy (opakovani 3)

2 X g 2 z28 3 x

5% S | 2| £%s S<ET E

s & S % > & 85T a

N J s
A5C Cd 6-5 |sonda 0,15 1 AccuPrime
AlO0c Cd 6-10 |sonda 0,05 1 AccuPrime
Albc Cd 6-15 |sonda 0,04 1 AccuPrime
A20c Cd 6-20 |sonda 0,06 1 AccuPrime
A25¢ Cd 6-25 |sonda 0,01 1 AccuPrime
A30c Cd 6-30 |sonda 0,09 1 AccuPrime
A40c Cd 6-40 |sonda 0,19 1 GoTaq Hot Start
A50c Cd 6-50 |sonda 0,13 1 GoTaq Hot Start
A60c Cd 6-60 |sonda 0,15 1 AccuPrime
AT70c Cd 6-70 |sonda 0,7 X X
A80c Cd 6-80 |sonda 0,26 5 AccuPrime
B5c Cd 14-5 |sonda 0,11 2 GoTaq Hot Start
B15c Cd 14-15 |sonda 0,13 1 AccuPrime
B20c Cd 14-20 | sonda 0,19 2 GoTaq Hot Start
B25c Cd 14-25 | sonda 0,2 2 GoTaq Hot Start
B30c Cd 14-30 | sonda 0,26 1 AccuPrime
B35c Cd 14-35 | sonda 0,28 2 GoTaq Hot Start
B40c Cd 14-40 | sonda 0,31 1 AccuPrime
B50c Cd 14-50 | sonda 0,51 1 AccuPrime
B60c Cd 14-60 | sonda 0,13 1 GoTaq Flexi
B70c Cd 14-70 | sonda 0,12 X X

4.4.4 Slozeni bakterialniho spolecenstva

Po Illumina sekvenaci probéhlo taxonomické zatazeni dle databaze Silva. Nasledné
grafické znazornéni taxonomického ¢lenéni bylo zpracovavano pomoci programu Excel.
Stejny postup byl pouzit v ptipadé€ sond i vzorkl z plochy.

4.45 Statistické Setfeni

Statistické Setfeni fyzikalné-chemickych vlastnosti probihalo v programu Statistica.
Jednalo se o zjiSténi korelaci na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

K analyze spolecenstev mikroorganismi ve vztahu k mife kontaminace byl vyuzit
program R. K zjisténi rozdilnosti byla pouzita AMOVA s indexem podobnosti Bray Curtis
anasledn¢ u vzorkl z plochy nemetrické mnohorozmérné rozdéleni (NMDS) — ordinaéni
diagram.

V piipad¢ sondy A byly porovnavany skupiny: Nizka, Stiedni, Vysoka a Velmi
vysoka kontaminace. U sondy B skupiny: Nizka, Stfedni a Vysoka kontaminace a u plochy
skupiny:  Nizka, Stfedni a  Vysoka kontaminace, kde nasledn¢  doslo
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I K samostatnému porovnavani skupin: Nizkd a Stfedni kontaminace; Stfedni a Vysoka
kontaminace; Nizkéd a Vysoka kontaminace. Hladiny vyznamnosti jsou pro jednotlivé skupiny
uvedeny v tabulkach v kapitole Vysledky.
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5 Vysledky
5.1 Vysledky-sondy

5.1.1 Pseudototilni obsah Cd a Zn (sonda A)

Vzorky A5 az A25 maji vzestupnou tendenci obsahu Cd. Je patrné, ze nejvice Cd se nachazi
uvzorku A50, tedy hloubce 50-60 cm. Tento vzorek vykazuje hodnoty pies 70 mg/kg.
Naopak nejnizsich hodnot dosahuje A5 a A30 (Obrazek 6).

Pseudototalni obsah Cd (Sonda A)
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A80 80-95

20 30 40 50 60 70 80
Obsah Cd [mg/kg]

Obrazek 6: Pseudototalni obsah Cd (sonda A)
Ktivka obsahu Zn (Obrazek 7) je podobna kiivce obsahu Cd. Nejvyssich hodnot opét
dosahuje vzorek A50. Nejnizsich naopak vzorek AS. V tomto piipadé je u vzorku A5 znatelné

niz$i mnozstvi Zn v porovnani s ostatnimi vzorky. V hloubkach 5 - 30 cm je patrna vzestupna
tendence mnozstvi Zn a to u vzorka AS az A30.
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Pseudototalni obsah Zn (sonda A)

> vzorek
& hloubka

o [cm]

1

A10 10-15

Al5 15-20

A20 20-25

A25 25-30

A30 30-40

A40 40-50

A50 50-60

A60 60-70

A70 70-80

A80 80-95

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Obsah Zn [mg/kg]
Obrazek 7: Pseudototalni obsah Zn (sonda A)

5.1.2 Piudni reakce (sonda A)

Nejvyssi hodnota pHuzo je u vzorku A15 a nejnizsi u AS0. Na tvaru kiivky je patrno,
ze u vzorku AS50 je pokles zna¢ny oproti jinym vzorkim. U pHgacz dosahuje nejvyssSich
hodnot vzorek A20 a nejnizsich opét A50 (Obrazek 8).

Aktivni a vyménné pH (sonda A)
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Obrazek 8: Aktivni a vyménné pH (sonda A)
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5.1.3 Organicky uhlik (sonda A)

Kiivka nevykazuje Zadnou tendenci. NejvySSich hodnot dosahuje vzorek AS
s hodnotou kolem 3,4 %. A nejnizsich hodnoty jsou patrny u Al5 a A70, kde je hodnota
pod 2 %. Vzorek AS50 opét vybocuje a to nahlym vzestupem mnozstvi Cox (Obrazek 9).

Mnozstvi organického uhliku
(sonda A)
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Obrazek 9: Mnozstvi organického uhliku (sonda A)
5.1.4 Kationtova vyménna kapacita (sonda A)

Na grafu (Obrazek 10) je vidét, ze nejvyssi hodnoty KVK dosahuje vzorek A10 Tento
vzorek znacn€ vystupuje oproti ostatnim. Poté dochdzi ke zna¢nému poklesu na hodnotu
kolem 16 cmol+kg-1. Nasledujici vzorky A20 az A60 se drzi v rozmezi cca 13-15 cmol+kg-1.
Nejnizsi hodnoty jsou viditelné u vzorkli A25 a A50.
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Obrazek 10: Kationtova vymeénna kapacita (sonda A)

5.1.5 Oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al

Kiivky Alox @ Mnoy, se ve smés kopiruji, kiivka Feox vizualné vypada znaéné jinak,
ovSem tendence je stejna jako u Al @ Mngy. V piipadé Algx @ Mgy nejvyssi hodnoty dosahuje
vzorek A50. Zbyvajici vzorky se drzi v podobnych hodnotach. Naproti tomu kiivka Feqx ma
SirSi rozpéti hodnot a to od cca 3000 do 5200 mg/kg. Vrchol je vidét u vzorku A60 a naopak

24

nejnizs$i hodnotu zaznamenava u vzorku A5 (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Oxalatoveé vyménné formy Fe, Mn, Al (sonda A)
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5.1.6 Fyzikalni vlastnosti dle Kopeckého valeckii (sonda A)

Neporuseny pidni vzorek byl odebran pouze v hloubkovych sondach. Vzhledem
k po¢tu méfenych veli¢in, byla tabulka s vysledky dana do ptilohy (Ptiloha 5).

Jelikoz byly pro danou hloubku odebirdny vzdy 2 neporusené pidni vzorky (vyjma
hloubky 95 cm sondy A), jsou v piiloze uvedeny priméry téchto hodnot.

U sondy A je celkova porovitost kolem 50 %, trochu nizsi je pouze v hloubce 95 cm
(47,79 %). Objemova momentalni vlhkost stoupa s hloubkou (18,52 % az 23,14 %).
kapilarni kapacita roste s hloubkou (34,69 % az 44,82 %). Objemova reten¢ni vodni kapacita
také roste s hloubkou (28,77 % az 38,94 %).

5.1.7 Pseudototalni obsah Cd a Zn (sonda B)

Na grafu (Obrazek 12) je vidét, ze nejvyssi mnozstvi Cd ma vzorek B35, tedy hloubka
30-35 cm a to mnozstvim pfes 100 mg/kg. Tento vzorek znacné vystupuje oproti ostatnim
vzorkiim. Nasledné dochézi k rychlému poklesu (vzorek B40) na hodnotu kolem 5 mg/kg.
Nejnizsi mnozstvi Cd je vidét u vzorka B50, B60 a B70.

Pseudototalni obsah Cd (sonda B)

[em]

vzorek
hloubka

B5 0-75 ¢}

B15 7,5-15

B20 15-20

B25 20-25

B30 25-30

B35 30-35

B40 35-40

B50 40-50

B60 50-60

B70 60-70

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Obsah Cd [mg/kg]

Obrazek 12: Pseudototalni obsah Cd (sonda B)

Graf (Obrazek 13) vypada velice podobné jako graf mnozstvi Cd. Opét nejvyssi
hodnota je naméiend u B35. Hodnota zde dosahuje ptes 400 mg/kg. Poté znacny pokles
na hodnotu kolem 100 mg/kg (vzorek B40). Vzorky B40 az B70 maji podobné hodnoty
Vv rozmezi 75-100 mg/kg. Nejniz§i mnozstvi Zn ma vzorek B50 v hloubce 40-50 cm.
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Pseudototalni obsah Zn (sonda B)

vzorek
[cm]

hloubka

B5 0-7,5 ¢t

B15 7,5-15

B20 15-20

B25 20-25

B30 25-30

B35 30-35

B40 35-40

B50 40-50 r

B60 50-60

B70 60-70

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Obsah Zn [mg/kg]

Obrazek 13: Pseudototalni obsah Zn (sonda B)
5.1.8 Piidni reakce (sonda B)

VysSich hodnot obecné dosahuje pHzo. Vyrovnanéjsi kiivka se jevi kiivka pHgacrz
(Obrazek 14). U té je nenizsi hodnota vidét u BS (pHgaciz 7,13) a v zavésu B25 (pHgaci2 7,15).
Nevyssi hodnoty jsou u B40 a B60. Co se ty¢e pHuoo nejnizsi hodnota je vidét u BS
a nejvyssi u B60. Tato kiivka je viditelné rozkolisand a drzi se v hodnotach od 7,8 do 8,2.

hloubka
[cm]

Aktivni a vyménné pH (sonda B)

vzorek

B5

?
N
o

B15 7,5-15

B20 15-20

B25 20-25

B30 25-30

B35 30-35

B40 35-40

B50 40-50

B60 50-60

B70 60-70

7,0 7.2 7.4 7.6 7.8 8,0 8,2 8,4
—e— pH (H20)
-8~ pH (BaCl2) pH

Obrazek 14: Aktivni a vyménné pH (sonda B)

46



5.1.9 Organicky uhlik (sonda B)

A4

Na grafu (Obrazek 15) je vidét, Ze nejvyssi hodnotu ma vzorek B5 a nejnizsi B70.
Je vidét, ze smérem do hloubky klesd mnozstvi Cox. Vyjimku tvoii vzorek B35, kde dochazi
k navyseni mnozstvi Cox a vzorek B60, kde také dochazi k mirnému nartstu.

Mnozstvi organického uhliku
(sonda B)

hloubka

vzorek
[cm]

os]

5 0-7,5
B15 7,5-15
B20 15-20
B25 20-25
B30 25-30
B35 30-35
B40 35-40
B50 40-50
B60 50-60

B70 60-70

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
MnozZstvi Cox [%]

Obrazek 15: Mnozstvi organického uhliku (sonda B)
5.1.10 Kationtova vyménna kapacita (sonda B)

Tato kiivka je velice nevyrovnana bez jakékoli tendence klesani/stoupani s hloubkou.
Nejvyssi hodnota je vidét u B35 a nejnizsi u B60 (Obrazek 16).

Kationtova vyménna kapacita
(sonda B)

vzorek
hloubka

[cm]

B5 0-75¢t
B15 7,5-15
B20 15-20
B25 20-25
B30 25-30
B35 30-35
B40 35-40
B50 40-50
B60 50-60

B70 60-70

14 15 16 17 18 19 20 21 22
KVK [cmol+kg-1]

Obrazek 16: Kationtova vyménna kapacita (sonda B)
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5.1.11 Oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al (sonda B)

Rady Alpx @ Mngx maji vétSinou tendenci s hloubkou dosahovat vysSich hodnot.
Nejnizsi hodnota je tedy v obou piipadech u B5 a nejvyssi u B70 v piipadé Alx a B60
Vv pfipad€ Mnyy V piipadé Feox dosahuje nejvyssich hodnot vzorek B35 a nejnizSich B70. Na
pocatku B5 az B35 je videt nartst a poté razantni pokles u B40 (Obrazek 17).

Oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al
E (sonda B)

B15 7,5-15
B20 15-20
B25 20-25
B30 25-30
B35 30-35
B40 35-40
B50 40-50
B60 50-60

B70 60-70

—o— Al ox ' ; y ; y ; y ; y ; y ;
& Feox O 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

—— Mn ox Mnozstvi Fe,Mn, Al [mg/kg]

Obrazek 17: Oxalatoveé vyménné formy Fe, Mn, Al (sonda B)
5.1.12 Fyzikalné vlastnosti dle Kopeckého valecki (sodna B)

U sondy B se pohybuje celkova porovitost také kolem 50 %, ale hodnoty jsou zde
rozkolisanéj$i. Nejmensi porovitost byla naméfena v hloubce 20 cm (49,53 %) a nejvyssi
na povrchu (51,96 %). Objemova momentalni vlhkost je nejvyssi v hloubce 60 cm (25,91 %)
a nejniz§i na povrchu (18,51 %). Objemova nasdklivost ma nejvyssi hodnotu ve 20 cm
(51,37 %) a nejnizsi ve 40 cm (31,30 %). Objemova maximalni kapilarni kapacita je ma
stejny trend jako objemova nasaklivost, tedy nejvyssich hodnot dosahuje v hloubce 20 cm
(43,92 %) anejnizsi ve 40 cm (27,23 %). Objemova retenéni vodni kapacita je nejvyssi
ve 20 cm (37,15 %), nejnizsi ve 40 cm (24,03 %) (Pfiloha 6).

5.1.13 Korelace fyzikalné-chemickcych vlastnosti

U sondy A (Piiloha 8) koreluje pozitivné obsah kadmia v roztoku obracené lucavky
kralovské (Cdyg) S oxalatovymi extrakty Al (r = 0,680) a Mngy (r = 0,771) a se Znyg
(r =0,958). Oxalatové vyménné formy korelovaly negativné s pHuzo (pro Ale: r = -0,765;
pro Feex: r=-0,762; pro Mnoy: r = -0,614). Al vykazuje také silnou korelaci s ostatnimi
oxalatoveé vyménnymi formami (pro Feox r = 0,921; pro Mngy: r= 0,933). Feox koreluje s Mnoy
(r=0,820).

U sondy B (Piiloha 9) je silnd korelace obsahu Cdsq S Feox (r = 0,953) a Zny
(r=0,996). SpHuo zoxalatové vyménnych forem koreluje pouze Mngy (r = 0,690),
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ale negativné koreluje s Cox (I = -0,791) Oxalatové extrakty koreluji s Cox (pro Alox
r = -0,816) (pro Mny r = -0,931) apozitivné s Feox (r = 0,705). Aly koreluje s Mngy
(r = 0,858); Feox negativné s Mnyy (r = -0,692).

5.1.14 Extrakce DNA a PCR

Na vybraném kontrolnim gelu z elektroforézy je patrné, kde se ptecisténi DNA
povedlo a kde nikoli. Podle mnozstvi vyextrahované DNA, je vidét také intenzita zbarveni
DNA na gelu. Cim bélejsi barva, tim vétsi mnozstvi vyextrahované DNA pii porovnani
se standardem (Obrazek 18). Vzorky A25a, A70a, B35a, Al5b, A25c, A30b, A40b, A50D,
A80b, B60c, byly vyhodnoceny jako nevydatené, a jejich ptecisténi bylo opakovano. Zbylé
vzorky byly podrobeny PCR.

Obrazek 18: Kontrolni gel po precisténi extrahované DNA
(Ptipadna $patna Citelnost muze byt zptsobena tiskem.)
Na vybraném agar6zovém gelu vysledného PCR ( Obrazek 19) je vidét
uspésnost probéhnuté reakce.
Podle intenzity odpovidajiciho pruhu na gelu, je vidét rizné mnozstvi amplikonu
16S rRNA. Cim znatelngjsi, tim lépe vydatena PCR.
Na gelu jsou vyznacena opakovani od jednoho vzorku (A25a,b,c apod.). V piipadé

vvvvvv

tohoto gelu byly pouzity rizné druhy polymeraz ( Obrazek 19). Jako nejuspésnéjsi se u

vvvvvv

Je patrné, ze u 21 vzorkl vSe probéhlo v potadku. Jako opravdu nezdafilé, se jevi
vzorky A25b, A70c, A80b, A80c, B15b, B25b a B25c. Takové vzorky byly opakovany
S jinym mnozstvim pfidavané DNA nebo s jinou polymerazou. Celkové bylo extrahovano
63 vzorkl. Extrakce DNA vyjma cca 10 vzorki probehla bez potizi. Nevydarené vzorky byly
extrahovany znovu z jiného agregatu.

Z celkového poctu vzorki se u poloviny vzorki PCR vydatila na prvni pokus, zbytek
byl opakovan, v nékterych ptipadech i1 vicekrat. Nejprve bylo ménéno mnozstvi DNA,
Vv ptipad¢€, Ze toto feSeni nepomohlo, byla zménéna polymerdza. Vzdy byla nejprve pouzita

49



polymeraza AccuPrime, nasledné GoTaq Hot Start a potom GoTag Flexi. U vzorkti B70b,c
a A70c se i pies zmeény polymeraz i mnozstvi DNA nepodafilo uspésné provést PCR.

Obrazek 19: Vysledny gel produktti PCR pro prokaryota
(Ptipadna $patna ¢itelnost muze byt zpisobena tiskem.)

Extrakce DNA a PCR 1 nasledné vyhodnoceni probihalo stejné i v ptipadé vzorki
odebranych z plochy. V piipadé plochy byla DNA extrahovana z ptidni navazky jemnozem¢
(0,5 g). Extrakce DNA v ptipadé sond byla provadéna z pudnich agregati. Autorka prace
pracovala pouze s pudnimi agregaty.

5.1.15 Slozeni bakterialniho spole¢enstva

V ramci vzorkll sondy A bylo ziskdno 1557 757 sekvenci, které byly zatazeny
do 33 608 OTU. U sondy B bylo ziskano 848 559 sekvenci zatazenych do 33 608 OTU.

U vzorkll bylo 27 bakteridlnich kment zastoupenych nad 2 %. Ostatni kmeny byly
slouceny a oznaceny jako ,,others* (ostatni). U sond jsou nejvice zastoupené kmeny (fazeno
od nejvice zastoupeného) Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobiota, Chloroflexi,
Acidobacteria, Planctomycetes a Bacteroides.

Porovnanim vzorku, je vidét rozdil mezi vzorky A a B (Obrazek 20), které odpovidaji
odbérovym mistim 6 a 14 na plose. Nejvétsi rozdil je v zastoupeni Verrumicrobia. Zde je
na prvni pohled vidét, ze je zdsadné mensi zastoupeni u vzorkt B. Zastoupeni Proteobacteria
a Acidobacteria je vyrovnanéj$i u vzorkd A, u vzorki B zna¢né kolisa. Actinobacteria
a Chloroflexi vykazuji vyssi zastoupeni u vzorkd B. Acidobacteria jsou ve vétsim zastoupeni
u vzorki A.
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vzorek:hloubka

A5

Al0
Al5
A20
A25

A30

A40
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A70
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B35

B40

B50
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0%

M Proteobacteria
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[em]
0-7,5
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15-20
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30-35
35-40
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60%

M Verrucomicrobia

W Bacteroidetes

M Bacteria_unclassified
I Latescibacteria

7 Spirochaetes

M Entotheonellaeota

Omnitrophicaeota
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M Euryarchaeota
Armatimonadetes
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[ BRC1

others

Sonda B

0%

20%

40%

60%

Obrazek 20: Slozeni bakteridlniho spolecenstva na urovni kmenti sond A a B
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U vzorkll A neni vidét na prvni pohled pfili§ velké rozdily mezi vzorky z jednotlivych
hloubek, a také neni vidét zadna zietelna tendence ubytku/ptibytku zastoupeni jednotlivych
kmend s hloubkou. Nejvyrazn€j$i rozdily jsou u Verrucomicrobia a Chloroflexi.
Verrucomicrobia maji nejnizsi zastoupeni u A25, tedy v hloubce 25 cm, nejvyssi pak u A20
a A30. Chloroflexi se nejméné vyskytuji u A20 a nejvice u A25.

U vzorkli B vykazuje nejvétsi rozdily vzorek BS oproti ostatnim. Vzorek BS ma
vysoké zastoupeni Proteobacteria, minimum Verrucomicrobia, Firmicutes a Acidobacteria.
Znatelné méné obsahuje i Chloroflexi. Vzorek B60 obsahuje vy$s§i mnozstvi Actinobacterii.
V zastoupeni Bacteroides a Acidobacteria jsou patrné zna¢né rozdily. Nejméné Acidobacteria
vykazuje B5. Bacteroides je nejméné zastoupeno u B30 a B70, nejvice u B5S a B35. Stejné
jako u vzorkil A, neni patrnd tendence ubytku/ptibytku zastoupeni kmeni s hloubkou pidy.

5.2 Vysledky-plocha

5.2.1 Pseudototalni obsah Cd a Zn

Na grafu (Obrazek 21) je patrné, ze nejvySSich hodnot dosahuje vzorek
2d a to 38,32 mg/kg.

Naopak nejniz§i mnozstvi Cd obsahuje vzorek 10s. Ve dvojicich mens$i mnozstvi
vétsinou obsahuji vzorky d, vyjimku tvoii vzorky 2 a 4, kde vy$8i mnozstvi zaznamenavaji
vzorky s. U vzorki 6 a 14, kde byly odebirany i sondy, je vidét, ze vzorky 6 jsou vyrovnangjsi
a maji vétsi mnozstvi Cd nez vzorky 14. U vzork 14 je vyssi zastoupeni u vzorku s. U dvojic
je vidét nejmensi mnoZzstvi Cd u vzorki 10, 16 a 20.

Pseudototalni obsah Cd
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Obrazek 21: Pseudototalni obsah Cd (plocha)

Nejvice Zn (Obrazek 22) obsahuje vzorek 12s, nejméné vzorek 16d. Porovnanim
dvojic mivaji vys§i zastoupeni Zn vzorky S, vyjimku tvoii vzorky 4, 2 a 10. Vzorky
14 a6 maji podobnou tendenci jako vV pfipadé pseudototilniho obsahu Cd. Vyssich
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koncentraci nad 160 mg/kg dosahuji vzorky 10d, 12s, 14s, 2d, 6d, 6s a 7s. Naopak nizsi
koncentrace pod 80 mg/kg maji vzorky 16d, 16s, 20d a 20s.
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Obrazek 22: Pseudototalni obsah Zn (plocha)

5.2.2 Pudni reakce

(A4 wevrooe

Vyssiho pH dosahuje aktivni pHppo. Vtomto piipadé nejzasaditéjsi je vzorek 16d.
Nejnizsi pHuoo je patrno u 10d. U pHgaciz jsou hodnoty vyrovnangjsi. Nejvyssi hodnota je
naméfena u 16d. Nejnizsi u 10s (Obrazek 23).

Aktivni a vyménné pH
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stfedni obsah Cd - pH(BaCl2) vysoky obsah Cd - pH(BaCl2)

Obrazek 23: Aktivni a vyménné pH (plocha)
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5.2.3 Organicky uhlik

Na grafu (Obrazek 24) je vidét, ze nejvice oxidovatelného uhliku bylo u vzorkil0.
Nejmensich hodnot dosahuje vzorek 16d, ktery s hodnotou 0,7 % vybocuje oproti ostatnim.
V ptipadé dvojic maji mensi zastoupeni Cox VZOrky d oproti s.

Mnozstvi organického uhliku
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Obrazek 24: Mnozstvi organického uhliku (plocha)
5.2.4 Kationtova vyménna kapacita

U vzorku 12d byla namétena nejvyssi hodnota, nejnizsi u vzorku 3s. Nejvyrovnané;si
dvojici je dvojice 14, kde s a d nejsou piili§ rozdilni. Nejrozkolisangjsi se jevi dvojice 12,
kde s ma znatelné nizs§i hodnoty, nez d (Obrazek 25).

Kationtova vyménna kapacita
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Obrazek 25: Kationtova vymeénna kapacita (plocha)
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5.2.5 Oxalatové vyménné formy Fe, Mn, Al

Nejvyssi zastoupeni ma Feoy. Zde je nejvyssi hodnota namétena u vzorku 148, nejnizsi
u vzorku 5s. Zastoupeni Mno vykazuje nejnizsi hodnoty u vzorku 2d. Nejvyssi koncentrace
byla nameétena u 10d. Zastoupeni Aloy je nejvyssi u 10d a nejnizsi u 2s (Obrazek 26).

Oxalatové vyménné formy Fe, Al, Mn
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Obrazek 26: Oxalatove vyménné formy Fe, Mn, Al (plocha)
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5.2.6 Korelace fyzikalné-chemickych vlastnosti

Korelace s Cdyq v kladném sméru je vidét u Feoy (r = 0,671) & Znyg (r = 0,757), zaporna
korelace u Al (r = -0,644) a Mnoy (r = -0,612). Korelace pHuz0 je zaporna, sttedné silna
S Cox (r = -0,501) a Mngy (r = -0,419). Al pozitivné koreluje s Mno (r = 0,880) a negativné
S Feox (r = -0,414). Feox negativné koreluje s Mngy (r = -0,379). Oproti sondé B, zde neni vidét
korelace Cox S oxalatovymi extrakty. Naopak pouze u plochy je vidét korelace Al S KVK (r
= 0,399) (Ptiloha 7).

5.2.7 Slozeni bakterialniho spolecenstva

U vzorkid zplochy bylo =ziskdno 1557757 sekvenci, které byly zafazeny
do 13 427 OTU.

Ve vzorcich bylo zjisténo 19 prokaryotnich kmeni zastoupenych nad 2 %. Zbytek
kment byl sloucen a oznacen jako others (ostatni).

U Plochy jsou nejvice zastoupené kmeny bakterii: (fazeno od nejvice zastoupenych)
Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroides
a Archaea: Thaumarchaeota.

Na Obrazek 27 neni patrna zasadni odlisnost nékterého vzorku. V piipadé dvojic s a d
(povrch-surface, hloubka-depth vykazuje s ve vétSin¢ piipada vySSi zastoupeni
Proteobacteria. V piipad¢ Actinobacteria byva jejich zastoupeni u dvojic (s a d) podobné,
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totéz lze tici 1 pro kmeny Chloroflexi a Planctomycetes. U Bacteroides je vidét vétsi rozdil
pouze Vv piipadé¢ dvojice 8s a 8d.Vétsi rozdily v zastoupeni u jednotlivych dvojic jsou
pozorovatelné v ptipadé archaealnich Thaumarchaeota a bakterii Gemmatimonadetes.

Porovname-li mezi sebou povrchové odbéry (S), nejvice jsou patrny rozdily u kment
Proteobacteria a Actinobacteria. Vzorky 12s, 20s a 5s vykazuji nejniz§i mnozstvi
Proteobacteria. Actinobacteria je nejméné u vzorku 4s a 1s. Acidobacteria a Chloroflexi jsou
pomérné vyrovnané. Kolisani je viditelné u Thaumarchaeota a Gemmatimonadetes.

Co se tyCe vzorku d, nejvice kolisa mnozstvi kmend Proteobacteria, Actinobacteria,
Planctomycetes, Verrumicrobia a Gemmatimonadetes. Acidobacteria a Chloroflexi
a Bacteroides jsou celkem vyrovnané. Nejmensi zastoupeni Proteobacteria je vidét u 12d,
naopak nejvyssi u 4d. Actinobacteria maji nejnizsi zastoupeni u 4d.
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Obrazek 27: Slozeni bakterialniho spole¢enstva na urovni kment vzorku z plochy
5.2.8 Statistické Setieni

Vzorky byly rozdéleny do 3 skupin podle mnozstvi Cd: vysoky obsah Cd, stfedni
obsah Cd a nizky obsah Cd. Na zaklad¢ tohoto rozdéleni (Ptiloha 3) bylo provedeno
statistické srovnani pro dané skupiny.

Neparametrické mnohorozmérné rozdéleni (NMDS) bakterialnich spolecenstev
z plochy pole ukazalo, ze vzorky s riznou kontaminaci Cd se rozdé€li podle osy y (Obrazek
28). Slozeni bakteridlnich spoleenstev ve vzorcich s vysokou kontaminaci Cd koreluji
pozitivné s Cdag, Feox @ ZNyq, zatimco vzorky se stiedni aZ nizkou kontaminaci Cd koreluji
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S Mnoy a Alox. Korelace s Cdag, Feox, MNox @ Algy jsou silnéjsi (p<0,001), se Zn,q jsou slabsi
(p<0.01).
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Obrazek 28: Neparamatrické mnohorozmeérné rozdéleni (NMDS) bakterialnich spolecenstev plochy rozdélenych do skupin
podle urovné kontaminace Cd a vektory zobrazujici vztahy s bakterialnimi spoleCenstvy (Cervena barva — vysoka
kontaminace; $eda barva — stfedni kontaminace; zelena barva — nizka kontaminace)

Srovnani vzorkii pomoci AMOVA ukazalo signifikantni odliSnosti ve sloZeni
bakterialnich spoleCenstev mezi vSemi tfemi skupinami (p<0,001) (Tabulka 16), a pak mezi
dvojicemi Vysoka kontaminace a Nizkd kontaminace (p=0,002) (Tabulka 17); Vysoka
kontaminace a Stfedni kontaminace (<0.001) (Tabulka 18). Stfedni a Nizka kontaminace
se nelisily (Tabulka 19).

Zajimavé je, ze vzorek 12s, ackoli se fadi do skupiny vysoce kontaminované,
se v grafu priblizuje spiSe vzorkim stfedni kontaminace.  Vzorky stfedni a nizké
kontaminace, jsou Vv grafu zna¢né promichané, coz souvisi se zminénou nizkou odlisnosti
mezi témito skupinami.

AMOVA pro bakteridlni spoleCenstva rozdélend podle stupné kontaminace

Cd provedena pro vzorky ze sond neprokazala zadné signifikantni odlisnosti (Tabulka 20,
Tabulka 21).

Tabulka 16: AMOVA vzorkt z plochy pro skupiny Vysoka, Stfedni a Nizkd kontaminace

H-L-M | Among | Within Total
SS 0.407211 | 2.13235 2.53956
df 2 26 28

MS 0.203605 | 0.0820133

Fs 2.48259
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| p-value

‘ <0.001*

Tabulka 17: AMOVA vzorku z plochy pro skupiny Vysoka a Nizka kontaminace

H-L Among | Within Total
SS 0.272473 | 1.58036 1.85283
df 1 19 20

MS 0.272473 | 0.0831768

Fs 3.27583

p-value | 0.002*

Tabulka 18: AMOVA vzorku z plochy pro skupiny Vysoka a Stiedni kontaminace

H-M Among | Within Total
SS 0.238173 | 1.52233 1.7605
df 1 19 20
MS 0.238173 | 0.0801224
Fs 2.97261
p-value | <0.001*
Tabulka 19: AMOVA vzorku z plochy pro skupiny Nizka a Stfedni kontaminace
L-M Among Within Total
SS 0.0678459 | 1.16201 1.22985
df 1 14 15
MS 0.0678459 | 0.0830004
Fs 0.817417
p-value | 0.679

Tabulka 20: AMOVA vzorku sondy A pro skupiny Velmi vysoka, Vysoka, Stiedni a Nizka kontaminace

a-b-c-d | Among Within | Total
SS 0.276409 | 4.57804 | 4.85445
df 3 28 31
MS 0.0921364 | 0.163501

Fs 0.563521

p-value | 0.95

Tabulka 21: AMOVA vzorkt sondy B pro skupiny Vysoka, Stfedni a Nizka kontaminace

a-b-c Among | Within | Total
SS 0.308892 | 7.73775 | 8.04664
df 2 25 27
MS 0.154446 | 0.30951

Fs 0.499001

p-value | 1
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6 Diskuze

6.1 Fyzikalné-chemické parametry

Hodnoty pHpzo jsou u vSech vzorkd slabé alkalické az alkalické (Vyhlaska
€. 275/1998 Sb. Ministerstva zemédélstvi). Pfi pH nad 7,5 neni Cd, které je absorbované
v pudé, snadno mobilni (Kabata-Pendias 2010). Mobilita ov§em nezavisi pouze na pH, ackoli
mobilitu siln€ ovliviuje.

U nasich vzorkti pHuzo z plochy a sondy B koreluje s organickym uhlikem a oxalatové
vyménnym Mn, zatimco u sondy A koreluje s oxalatové vyménnym Al, Fe a Mn. Ve vSech
pfipadech je silna vazba Zn na Cd. Spole¢ny vyskyt Cd se Zn byl jiz prokazan v pudé
i v rudach napi. v Tlustos$ et al. (2006). V mych vzorcich obsahy obou kovi navic piesahuji
povolené koncentrace uvadéné Vyhlaskou 153/2016 Sb., nebot’ dosahuji primérné u plochy
Cdag = 12,13 mg/kg, Znyq = 121 mg/kg; u sondy 6 Cd,q = 31,36 mg/kg, Zn,q = 200,01 mg/Kg;
u sondy 14 C,q = 30,78 mg/kg, Zn,q = 188,76 mg/kg.

Pseudototalni obsah kadmia (Cdaq) V pfipadé plochy souvisi s oxyhydridy Zeleza,
podobné i u sondy B, zatimco vzorky ze sondy A vykazuji pozitivni korelaci s oxaldtove
vyménnymi formami Al a Mn. Oxalatové vyménné prvky, predstavuji mnozstvi amorfnich,
organickych a vyménnych forem Fe, (Al, Mn). Adsorpce na tyto prvky probihd v Sirokém
rozmezi pH (pH 4-8) a koncentraci kadmia. Mechanismus, jakym dochazi k vazb¢, se lisi
na zakladé dostupnosti riznych typt adsorpcniho mista na povrchu mineralu (Randall et al.
1999). Se zvySujici hodnotou pH, se zvySuje i adsorpce na Fe- Mn- oxyhydridy, ovSem zaleZi
na tom, jaka je pocate¢ni koncentrace adsorbatu (Meng et al. 2019). U sondy B je pramérné

Vliv oxyhydridii Mn a Al se projevuje ale i u plochy, kde se vyskytuji korelace téchto
oxyhydrida se sloZenim bakterialnich spolecenstev ze stfedni a nizké kontaminace Cd. Kovy
a oxyhydridy podléhaji spolenym interakcim na povrSich jilovych minerali a na Casticich
organické hmoty. Takto vdzané¢ kovy maji nizkou mobilitu, jsou t€zko rozlozitelné a tim,
7e Se vazou na stejné pudni Castice, maji i korelované koncentrace vyskytu ve vzorku. Je také
mozné, ze se kadmium vaze na fosfaty a karbonaty, nebo i na mtizky silikatd a sulfida. Z toho
vyplyva, Ze rozklad téchto komplexi ovlivituje mobilitu tézkych kovit (HosSek et al. 1992).
Mobilita kovli dale ovliviluje slozeni bakteridlnich spoleCenstev, protoze se zvySujici
se mobilitou se zvySuje také jejich toxicita pro organismy i rostliny (Wyszkowska et al.
2013).

Mikroorganismy piispivaji k mobilit¢ kovi tim, Zze rozkladaji organickou hmotu,
na které jsou potencialné rizikové prvky navazany pomoci iontovych vazeb (Vanék et al.
2010). To je vnaSich vzorcich pravdépodobné, protoZze obsahuji stiedné az velmi vysoky
obsah organického uhliku (Valla et al. 2011). Na sorpci Cd ma ale vliv i koncentrace a povaha
ruznych organickych slou€enin, které jsou pfitomné v organickém uhliku, dale na pH, iontové
sile apod. V rozpustném organickém uhliku jsou pfitomny také organické latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, které¢ ale mohou mit velky vliv na sorpci kovti. Tyto latky byvaji
v pudé¢ pritomny jenom kratkodobé, jelikoz dochazi k jejich rychlému rozkladu pidnimi
mikroorganismy, ale jsou neustale dopliovany metabolismy mikroorganismi a kofeny rostlin
(Loganathan et al. 2012). Signifikantni zavislost Cd na organickém uhliku, ale nebyla
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v zadnych vzorcich prokazana. Niz8i sorpce Cd pii pH >5 je zplsobena silnou komplexaci
s oxalatové vyménnymi latkami a sniZenim sorpce na povrch (Loganathan et al. 2012).

6.2 Pidni spolecenstva

Taxonomické sloZeni bakterialnich spolecenstev ukazalo, Ze nejvétSi zastoupeni
ve vzorcich ze sond i plochy, ma kmen Proteobacteria a nasledné Actinobacteria. Dale
se ale zastoupeni 1isi, u sondy A se pak tadi Verrucomicrobia, u sondy B ale Chloroflexi
a u plochy Acidobacteria (fazeno podle zastoupeni od nejvice po nejméné zastoupeny kmen).
Nejvyssi zastoupeni v béznych pudach mivaji kmeny Proteobacteria, Actinobacteria
a Acidobacteria (Elhottova et al. 2020), takze se zakladni zastoupeni u naSich
kontaminovanych ptd od béznych nelisi. I v dalich pracich o kontaminovanych pidach
(Zhang et al. 2018), které se také tykaji ficniho sedimentu jako dtlezit¢ho mista ukladani
potencialné rizikovych prvki, byly dominantnimi kmeny také pravé Proteobacteria
a Actinobacteria. Proteobacteria pak byla oznafena jako rezistentni a Actinobacteria
jako tolerantni vii¢i vysokym antropogennim kontaminacim rizikovymi prvky (Cd). Podobné
bylo zjisténo, ze Proteobacteria, Actinobacteria a Acidobacteria vykazuji v ramci kment
nejvyssi toleranci vici potencialné rizikovym prvkam (Pradhan et al. 2020). Stabilni jev
vyznamného zastoupeni téchto kment v nekontaminované i kontaminované pudé souvisi
S pfitomnosti gentt pro rezistenci k rizikovym prvkam. Kmeny Proteobacteria,
Actinobacteria a Firmicutes nesou riizné geny rezistence nejen na potencialné rizikové prvky
(tézké kovy), ale také na antibiotika, coz umoziuje dalSi adaptace kvili spoleCnym
vlastnostem obou resisten¢nich mechanismu (Li et al. 2017). Tyto spole¢né resistence
se vyskytuji zejména u Enterobacteriaceae (kmen Proteobacteria), Mycrobacterium (kmen
Actinobacteria) a Bacillales (kmen Firmicutes). Tyto taxonomické skupiny se nachazeji
I vmych vzorcich, v n€kterych piipadech i ve znaéném zastoupeni (Bacillales). Bacillales
se nachazeji ve vétsim zastoupeni ve vzorcich d nez s, a zda se, Ze mnozstvi se u plochy lehce
zvySuje ve skupiné Vysoka kontaminace. U sondy A se ve vétSim mnozstvi nachazeji
Vv hloubce, coz odpovida skupiné Vysoka kontaminace. U sondy B tento trend vidét neni.

Bakterie fadu Bacillales a Clostridiales jsou schopné tvofit endospory. Endospory jim
zaruCuji preziti i za znané nepiiznivych podminek (Elhottova et al. 2020), takze se zda,
ze 1 vytvareni spor prispiva k odolnosti téchto skupin. Dalsi taxonomickou skupinou
uvadénou jako tolerantni k vyskytu kontaminujicich kovu je kmen Bacteroides, ktery
spolecné s proteobacteriemi a acidobacteriemi maji schopnost do urcité miry metabolizovat
rizikové prvky, a tim je neutralizovat, coz prispiva ke zlepSeni stavu ptidniho prostiedi (Lin et
al. 2019). Bacteroides se také vyznamné podili na sloZzeni mych vzorkl. Nezda se vsak, Ze by
zastoupeni tohoto kmene reflektovalo obsah Cd, coz miize op€t souviset s jeho riznou
mobilitou.

Zvlastni je zastoupeni Verrucomicrobia, které je v pfipadé sond znacéné rozdilné.
Usondy A je procentualni zastoupeni verrucomicrobii podstatné vy$s$i neZz u sondy B.
Verrucomicrobia se zdaji byt citliva na obsah Cd v pidé a se zvysSujicim se mnozstvim
se snizovalo jejich zastoupeni (Luo et al. 2019).Ovsem nase vysledky toto tvrzeni spiSe
vyvraceji. Tento zavér, by mohl znamenat, Ze Cd je zde malo mobilni, a proto nemusi
Verrucomicrobiota zasadné ovliviiovat.
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Vyskyt tohoto kmene je ale silné ovlivnén charakteristikami prostfedi. Tyto
charakteristiky se méni v Case, s hloubkou ptdy i s pudni historii. V souvislosti s tim bylo
zjisténo, ze rozdily v Cetnosti Verrucomicrobia souvisi také s pudni vlhkosti (Buckley
a Schmidt 2001), coz podporuje vysvétleni rozdild mezi obéma sondami. Sonda A pochazi
Z oblasti husté travni vegetace na rozhrani lesa na dolnim okraji pozemku, zatimco sonda B,
byla odebirana ve vysSe polozené oblasti pole. Tomu odpovida i zjisténi vyssi pidni vlhkosti
Z rozboru neporuSené¢ho ptidniho vzorku. Vliv na vyskyt verrucomicrobii ale muze mit
| samotny travni porost, ktery zvySuje oproti poli obsah organické hmoty (Bergmann et al.
2011). U naSich vzorkt se obsah organického uhliku snizoval s hloubkou, v ptipadé sondy B
byl tento trend vyrazngj$i. V naSich vzorcich ale obsah organického uhliku, resp. vyssi
hloubka neodpovida procentu zastoupeni Verucomicrobia, dokonce se ani neukazuje korelace
s vysokym obsahem humusu obou sond v povrchové vrstvé (zjiSténo piepoétem z Coy).
V porovnani se sondami, vzorky, které byly odebrané z plochy, nemaji v zastoupeni
Verucomicrobia patrny vyrazné rozdily mezi polem a travnim porostem. Zda se,
ze Verrucomicrobia také vykazuji pozitivni korelaci s pH (Ouyang et al. 2020), ale tato
zavislost u mych vzorkl neni patrnd, protoze se pohybuje vV pomérné vysokém pH u vSech
vzorki.

Kmen Chloroflexi je naopak vice zastoupen u sondy B, a v porovnani s plochou je
zastoupeni vyrovnané. Zastoupeni Chloroflexi se zvysuje s koncentraci rizikovych prvka
(Epelde et al. 2015), proto je zvySeni u sondy B zvlastni, jelikoZ sonda B je kontaminovana
nevyrovnang, takze trend kontaminace nereflektuje zastoupeni Chloroflexi. Naopak u sondy A
zastoupeni Chloroflexi odrazi obsah Cd.

Hodnocenim rozdild v celkovém slozeni bakterialnich spolecenstev na zaklad¢ tii
urovni kontaminace kadmiem se prokéazaly rozdily pfi porovnani vzorkl s vysokou a nizkou,
ale také s vysokou a stfedni kontaminaci, coz napovida urcit¢ skokové zmeéné tolerance
bakterii na Urovni mezi vysokou a stfedni kontaminaci s tim, Ze stfedni a nizkd uz maji
relativné stejné dopady na slozeni spolecenstev. Toxicky ucinek potencialng rizikovych prvki
na strukturu mikroorganismi v pidé do znaéné miry ovliviuje doba setrvani, druh
a koncentrace kovii (Khan et al. 2010). Pouze dlouhodoby vliv kontaminace vede
K pfizptisobeni mikrobialnich komunit. Toto pfizpisobeni probihda pomalu a souvisi
I S mnozstvim kontaminantu (Azarbad et al. 2016).

Rozdily ve sloZeni bakterialnich spolecenstev mezi tfemi urovnémi kontaminace Cd
byly také vztazeny k dalsim proménnym a to Znag, FEox, Moy, Algy, které se spolu s obsahem
Cdaq signifikantné podileji na jejich rozdéleni. Vysoce kontaminované vzorky koreluji s Cdyg,
Feox, ZNag, zatimco ty se stfedni a nizkou kontaminaci s Mno, a Algy. Pii vyneseni tohoto
rozdéleni vzorkli do odbérové mapy se zda, Ze nejvice zasazena severovychodni cast. Toto
rozmisténi sleduje profil terénu, protoZe nejkontaminovanéj$i vzorky se nachazeji v terénni
depresi, zatimco mén¢ kontaminované vzorky, které se také nejvice odliSuji od primeéru,
se nachazeji na vySe polozené casti kontaminovaného Uzemi. To odpovidd zjisténi,
ze kontaminace se presouva z vysSich partii do nizsich, jak bylo ukdzano i v laboratornich
experimentech pii simulaci de$té razné intenzity (Huang et al. 2019). Podle tohoto
experimentu se na vyplavovani podili kromé intenzity desté a dob¢ trvani i velikost agregati.
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V piipadé¢ mych rozbori, byly odebirany agregaty o hmotnosti cca 0,15 g, nejmensi
agregat m¢l hmotnost 0,04 g a nejvetsi 0,35 g. Rozméry méfeny nebyly, vyjma sondy B
hloubky 35 cm, kde byly foceny vybrané agregaty digitalnim mikroskopem (Ptiloha 4).
Schopnost agregatii adsorbovat rizikové prvky, se odviji od jejich velikosti a tedy i riznym
fyzikéalné-chemickym vlastnostem. Drobné agregaty maji vyssi schopnost vazat cizi materialy
a vys§i mobilitu (Huang et al. 2017). V praci se Caste¢né potvrzuje, Ze pii niz§i hmotnosti
agregatu, bylo namétfeno vysSi mnozstvi Cd a Zn, ovSem na zdkladé hmotnosti nelze
smérodatné urcit velikost. Distribuce a mobilita potencialné rizikovych prvka v pude, je
snadno ovlivnéna mj. také hydrologickymi procesy na ptidnim povrchu, mezi tyto procesy
patii i eroze zapfi¢inéna srazkami, a mensi ¢astice jsou snadnéji unaseny (Huang et al. 2019).
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7 Zavér

e Hypotéza ,,V zavislosti na kontaminaci, se méni sloZeni bakterialniho spolecenstva‘
nebyla zamitnuta. Vysledky ukazaly, Ze kadmium ma vliv na sloZeni bakteridlniho
spoleCenstva jak ve svrchnich horizontech na celé plose studovaného uzemi,
tak v hlubsich vrstvach ptdnich sond v mistech, kde se nachazi kontaminovany
sediment. Zmény nejsou velmi vyrazné, protoze se jedna o dlouhodobou
kontaminaci. Statisticky vyznamné zmény byly zaznamendny v piipad¢ vzorki
z plochy

e Hypotéza ,,Dochdzi ke zménam plidnich vlastnosti, pfedevs§im tykajicich se rozkladu
organické hmoty*“ nebyla potvrzena. Do jist¢é miry dochazi ke zméné€ pudnich
vlastnosti, ovSem na zdklad¢€ vysledkl nelze objektivné usoudit, jak vyrazny byl vliv
na rozklad organické hmoty.

e Hypotéza ,,Usporadani mikroorganismi a pidnich castic je ovlivnéno kontaminaci® -
nebyla zamitnuta. Usporadani bakteridlnich spoleCenstev bylo ovlivnéno
kontaminaci, zejména v pifipadé vzorkli zplochy. Zmeéna v uspotfaddani bakterii
v pudnich agregatech nebyla statisticky prokdzana, patrné kvili velké variabilité,
ktera je pro pudni agregaty typicka.
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13 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Oznaceni vlastnosti ve vypoctech pro fyzikalni vlastnosti pomoci Kopeckého valecki

Vlastnost Oznaceni |Jednotka
Objem vélecku \Y cm®
Hmotnost prazdného vélecku Gy g
Hmotnost skli¢ka G g
Hmotnost pii odbéru (plny valecek) G, g
Hmotnost po syceni vodou (plny valecek + sklicko) Gp g
Hmotnost po 30 min na filtraénim papiru (plny valecek + sklicko) G g

Po 2 hodinéch na filtra¢nim papiru (plny valecek + sklicko) Gy g

Po 24 hodinach na filtratnim papiru (plny vélecek + sklicko) Ge g
Hmotnost po vysuseni pii 105°C (plna valecek + sklicko) Gt g
Cistd hmotnost vysuseného vzorku Gh g
Navazena jemnozem N, g
P¥iloha 2: Tabulka vypottii fyzikélnich vlastnosti pomoci Kopeckého vélecki (Valla et al. 2011)

Stanoveni Oznaceni Vypocet Jednotka
Cista hmotnost vysuseného vzorku Gn Gi- Gy - G g
Specificka hmotnost Dz N,/(N,+P20- p2) glcm3
Objemova hmotnost Pd GV glem?
Celkova porovitost P (pz- pa) / pz * 100 %
Momentalni objemova vlhkost Omom (Ga-Gy)/V * 100 %
Momentalni hmotnosti vlhkost Wniom (Ga-Gy)IGy, * 100 %
Momentalni relativni vlhkost WREL MoMm Omom/P * 100 %
Objemova nasaklivost Ons (Gp-G¢)/V * 100 %
Hmotnostni nasaklivost Whis (Gp-G¢)/Gp* 100 %
Relativni nasiklivost WREL Ns Ons/P * 100 %
Objemova 30 min vlhkost O30 (Ge-Gy)/V * 100 %
Hmotnostni 30 min vlhkost W3 (Ge-Gy)/Gy, * 100 %
Relativni 30 min vlhkost WREL 30 ®3/P * 100 %
Maximalni objemova kapilarni kapacita | Omkk (Gy-G¢)/V * 100 %
Maximalni hmotnostni kapilarni kapacita | Wykk (Gy-G¢)/Gp, * 100 %
Maximalni relativni kapilarni kapacita WREL MKK Omkk/P * 100 %
Reten¢ni vodni objemova kapacita Orvkaoa (Ge-Gy)/V * 100 %
Retencni vodni hmotnostni kapacita Whrvk24 (Ge-Gy)/Gy, * 100 %
Retencni vodni relativni kapacita WREL rRVK24 ®Orvk24/P * 100 %
Kapilarni porovitost PK Orvk24 %
Semikapilarni porovitost PS ®30 - Orvko4 %
Nekapilarni porovitost PN P — @3 %




Ptiloha 3: Rozdéleni vzorki podle tirovné konaminace Cd

Vzorky z | Uroveii Vzorky Uroveii Vzorky z Urovei
plochy kontaminace | sondy B kontaminace | plochy kontaminace
10s Nizka B70a Nizka 10s Nizka
16d Nizka B60a Nizka 16d Nizka
10d Nizka B60b Nizka 10d Nizka
20d Nizka B60c Nizka 20d Nizka
16s Nizka B50a Nizka 16s Nizka
20s Nizka B50b Nizka 20s Nizka
1s Nizka B50c Nizka 1s Nizka
18sk Nizka B40a Nizka 18sk Nizka
9s Stiedni B40b Nizka 9s Stredni
19s Stredni B40c Nizka 19s Stredni
5s Stredni B35a Vysoka 5s Stfedni
13s Stiedni B35b Vysoka 13s Stredni
11s Stiedni B35¢c Vysoka 11s Stiedni
12d Stredni B30a Vysoka 12d Stfedni
3s Stiedni B30b Vysoka 3s Stredni
7s Stiedni B30c Vysoka 7s Stiedni
2s Vysoka B25a Vysoka 2s Vysoka
14d Vysoka B25b Vysoka 14d Vysoka
8d Vysoka B25c Vysoka 8d Vysoka
17s Vysoka B20a Stredni 17s Vysoka
4s Vysoka B20b Stredni 4s Vysoka
8s Vysoka B20c Stfedni 8s Vysoka
4d Vysoka Bl5a Stfedni 4d Vysoka
12s Vysoka B15b Stfedni 12s Vysoka
15sk Vysoka B15c Stredni 15sk Vysoka
14s Vysoka B5a Stedni 14s Vysoka
6d Vysoka B5b Stredni 6d Vysoka
6s Vysoka B5c Stredni 6s Vysoka
2d Vysoka - - 2d Vysoka




Piiloha 4: Vybrana fotografie fezem piidniho agregatu sondy B hloubky 35 cm (RNDr. Véclav Tejnecky, Ph.D.)

.°A~‘..'_.v Sk ' -




1soujowry gaowalqQO

g cm-3

1,24
1,27
1,27
1,32

eloedey
TUPOA TUQUIIAI TUADB[IY

%

e)edey Tupoa

TUQUIJAI JUISOWJOW | 9
eloedey rupoa
uajdl gaouwndfqQ |
e)pedey rurendey
lujpurixew [UAnepPyY |

e)edey rwigdey
TU[WIXBW [U)SOUJOW

w)edey rwiepidey
ujewrxew gaowndlqQ

1S03Y|A
PAOINUIW 1)(E JUADEPY

ISOYYJA BAOINUNW

N rsowowry L
ISOY[A BAOINUIW
nog paounlqo N
JSOAIPESEU JUAR|9Y
=3

JSOAIP BSEU [U)SOUIOW

Tupgudwowt gaoundlqQ

=3
JsoAIpjeseu eaowd(qQ
X
1S0HYIA
[[gjuwow JuAnepRy |
ISOYYJA IU[BIUIUIOW
TU)SOUOW | S
1SOQYIA

1s0)1A0.10d TuaepdeypN

50,76 |28,77| 9,44|12,55|18,52|14,98 36,48 |46,23|37,41| 91,10/38,21|30,91|75,32|34,69|28,08 | 68,33 |28,77| 23,27 56,71
50,34129,96 12,11 | 8,27|18,65|14,66|37,05|45,80|36,03| 90,97 |42,07|33,09|83,56 | 37,36 29,38 | 74,20| 29,96 | 23,56 | 59,52
50,76|35,47|11,89| 3,41|19,28|15,17|37,98|52,63 41,42 |103,68 |47,36|37,27|93,28 | 43,54 | 34,26 | 85,77 | 35,47 27,91 69,86
47,79138,94| 7,73 1,12123,14|17,51|48,42|50,17|37,96 | 104,97 | 46,67 | 35,31 |97,65|44,82|33,91|93,78 /38,94 | 29,46 | 81,48

Ptiloha 5: Vysledky fyzikalnich vlastnosti dle Kopeckého valecku - sonda A
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Ptiloha 6: Vysledky fyzikalnich vlastnosti dle Kopeckého valecku - sonda B
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Piiloha 7: Vystup programu Statistica - korelace fyzikalné-chemickych vlastnosti vzorkl z plochy

Korelace fyzikalné-chemickych vlastnosti vzorka z plochy

Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p <,05000

N=29 (Celé pfipady vynechany u ChD)
Proménna | Priméry | Sm.odch. | pH(H20) Cox | KW | Alox | Feox | Mnox | Cdag | Znaq
pH (H20) 7,909 03 40000 -0501 0,126 -0,311 0,048 -0,419 0,113 -0,265
Cox 2,458 0,7 0,501 P00 0,277 -0,072 0,082 0,145 0,129 0,399
KVK 17,788 2,7 0,126 -0,277 000N 0,399 -0,029 0,239 -0,099 0,038
Al ox 582,652 169,6 -0,311 -0,072 0,399 GO 0414 0,880 -0,644 -0,105
Fe ox 2318,359 6157 0,048 0,082 -0,029 0414 NGO 0.379 0,671 0,493
Mn ox 200,536 64,1 -0,419 0,145 0,239 0,880 -0379 OO 0612 -0,082
Cd aq 12,127 10,4 0,113 0,129 -0,099 -0,644 0,671 -0612 NGO 0,757
Zn aq 121,398 38,4 -0,265 0,399 0,038 -0,105 0,493 -0,082 0,757 INNI0000|

Ptiloha 8: Vystup programu Statistica - korelace fyzikalné-chemickcyh vlastnosti sondy A

Korelace fyzikalné-chemickych vilastnosti sondy A

Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p <,05000

N=11 (Celé pfipady vynechany u ChD)
Proménna Priméry | Sm.odch. pH (H20) Cox | KVK | Al ox | Fe ox | Mn ox | Cd aq | Zn aq
pH (H20) 8 03 D00 0,230 0,162 -0,765 -0,762 -0,614 -0,530 -0,591
Cox 2 0.4 -0,230 OO 0.198 0,010 -0,061 0,169 0,231 0,016
KVK 17 44 0,162 0,008 NGOG -0.326 -0,315 -0,311 -0,357 -0,341
Al ox 593 104,8 -0,765 0,010 -0,326 OGO 00921 0,933 0,680 0,775
Fe ox 3717 727,3 -0,762 -0,061 -0,315 0921 [ 0320 0,402 0,512
Mn ox 155 21,2 -0,614 0,169 -0,311 0,933 020 B o771 0,792
Cd agq 31 15,3 -0,530 0,231 -0,357 0,680 0,402 0771 BB 0958
Zn ag 200 59,7 -0,591 0,016 -0,341 0,775 0512 0,792 0958 [NOOONN




Priloha 9: Vystup programu Statistica - korelace fyzikalné-chemickych vlastnosti sondy B

Korelace fyzikalné-chemickych viastnosti sonda B
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,05000
N=10 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna | Praméry | Sm.odch. | pH(H20) | Cox | KVK | Alox | Feox | Mnox | cCdag | Znag
pH (H20) 8 0 -0,791 -0,261 0,446 -0,459 0,690 -0,404 -0,395
Cox 2 1 0,791 OO 0364 -0,816 0,705 -0,931 0,584 0,580
KVK 18 2 -0,261 0,364 -0,164 0,434 -0,385 0,483 0,466
Al ox 736 132 0,446 -0,816 -0,164 OO -0.368 0,858 -0,149 -0,156
Fe ox 3509 1452 -0,459 0,705 0,434 -0,368 NGO 0692 0,953 0,963
Mn ox 257 35 0,690 -0,931 -0,385 0,858 -0,692 OO 0,505 -0,514
Cdagq 31 31 -0,404 0,584 0,483 -0,149 0,953 0,505 NNOOOM 0996
Zn aq 189 110 -0,395 0,580 0,466 -0,156 0,963 -0,514 0996 NG00
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