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Vliv pritomnosti penkonazolu v pidé na enzymatickou
aktivitu

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva vlivem piitomnosti triazolového fungicidu
(penkonazolu) na enzymatickou aktivitu dehydrogenazy a uredzy v odlisnych padach. Cilem
prace bylo stanovit aktivitu pudnich enzymu u tfi pud s rozdilnymi vlastnostmi (Humpolec,
Podébrady a Suchdol) v zavislosti na stupfiovanych davkach fungicidu, porovnat aktivity a
zhodnotit vytvofené hypotézy. Zmény enzymatickych aktivit byly sledovany v delSich
¢asovych intervalech v rdmci inkuba¢niho experimentu jednotlivych pid se v koncentraéni
fad¢ pridaného penkonazolu.

Hlavnimi hypotézami vyzkumu bylo, ze (1) zvySujici se mnozZstvi u¢inné latky
fungicidu bude v pidé negativné ovliviiovat jeji enzymatickou aktivitu, (2) vliv fungicidu na
aktivitu enzymu Se bude mezi riznymi ptidami lisit a (3) enzymaticka aktivita se bude v pudé
ménit v Case, s ohledem na postupnou degradaci fungicidu.

V teoretické casti je k zevrubnému popisu dané problematiky vyuzito podkladi
Cerpanych z odborné literatury, ¢lankl periodik a dalSich dokumentt. Diraz je kladen na
popis pidy, jako zivotniho prostiedi vyznamnych mikroorganismt, problematiku
fungicidnich latek vstupujicich do prostiedi, jejich mobilitu a sorpci a vliv na pidni
enzymatickou aktivitu.

V praktické ¢asti jsou pak mimo jiné popsany vlastni metodiky stanoveni jednotlivych
vlastnosti vybranych pld a stanoveni aktivit navrzenych piidnich enzym, véetné kompletnich
vysledkt a zaveéru.

U obou stanovovanych enzymil byly zjiStény odliSnosti mezi riznymi pidami a také
zmena aktivity v Case, s pravdépodobnou degradaci u vétSiny vzorkl patrnou jiz po 14 dnech
inkubace. Tim byly 2 hypotézy potvrzeny, avSak u hypotézy ¢. 1 nebyly zjistény statisticky
prikazné rozdily, avsak trend je nejlépe patrny na pidé Humpolec s kyselym pH a tim se da

brat pouze jako ¢astecné potvrzena.

Kli¢ova slova: enzymy, mikroorganismy, penkonazol, ptuda, triazolové fungicidy



Effects of penconazole in soil on enzymatic activity

Summary

This thesis deals with the effect of present triazole fungicide (penconazole) on
enzymatic activity of dehydrogenase and urease in diverse soils. The main goal was to assess
the activity of soil enzymes in three soils with different qualities (Humpolec, Podébrady and
Suchdol) in relation on scaled doses of fungicide, compare activities and evaluate created
hypothesis. The changes in enzymatic activities were watched in longer time periodes within
the framework of incubation experiment with individual soils in concentration queues of
rising amount of added penconazole.

The main hypothesis of this research were, that (1) with rising amount of the fungicide
content in soil the less soil enzymatic activity will be, (2) that the impact of fungicide on
enzymatic activity among different soils will significantly differs and (3) that the enzymatic
activity varies in time with the respect to degradation of fungicide.

In theoretical part were created detailed description of the issue based on scientific
literature, papers and other documents. The emphasis is placed on the description of the soil,
as the environment of important microorganisms, the problém of fungicidal substances
entering the environment, their mobility and sorption and the effect on soil enzymatic activity.

In the practical part there are described techniques used for the assessment of
individual characteristics in chosen soils and assessments of soil enzymatic activity including
complete results and conclusions.

At both of assessed enzymes were detected variations between different soils and the
change of the activity in time, even with presumable degradation at most of the samples
already after first 14 days of incubation. This way were 2 hypothesis confirmed, but in
hypothesis no. 1 were not found any statistically significant differences. However, the trend is
most noticeable on acidic soil of Humpolec and therefore can be only taken as partially

confirmed.

Keywords: enzymes, microorganisms, penconazole, soil, triazole fungicides, ,
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1 Uvod

Pudni prostfedi ma obrovsky vyznam pro udrzitelnost lidstva. Poskytuje velké mnozstvi
potieb a sluZzeb ekosystému, ve kterém clovék Zije. Ty se odrdZeji na Cistoté vzduchu, vody,
ale i na produkci potravin. Proto by méla byt starost o toto prostfedi vétsi. Neudrzitelné
metody Clovéka zpUsobuji v prostfedi degradaci a znehodnocovani pld spolu s jejich
obvyklym poskozenim, zatimco ty udrzitelné metody, které v soucasnosti nejsou tolik
vyuzivany mohou zachovat nebo i zlepSovat pudni systémy.

V dnesni dobé se ¢im dal vice vyuzivd znacné mnozstvi druhlG ochrannych latek pro
rostliny neboli pesticidll. Pro tuto ¢innost zabezpecuji dllezité fungicidy predevsim ochranu
zemédélskych plodin pfed onemocnénimi houbovitého plvodu.

| presto, Ze vyroba téchto ochrannych latek pokrocila, tak stale neimysiné ¢lovékem
indukované kontaminace jak pldniho prostredi, tak i povrchovych a podzemnich vod
pesticidy jsou mnohem vice pozorovany. Jiz delSi dobu, a predevsim v soucasnosti je toto
téma vlivu rdznych xenobiotik zkoumano, protoze velky podil téchto sloucenin zpUsobuje
$kody jak v Zivotnim prosttedi, tak i Ujmy na lidském zdravi. Casto jejich aplikace do prostiedi
mUlzZou mit negativni vliv, a to i prdvé na aktivitu mikroorganismu a jejich enzym( v pudé,
kterd témito aplikacemi mize byt narusena.

Enzymaticka aktivita je v pfirodnim prostredi fizena jak faktory abiotickymi (pH, vodni
potencial, teplota), tak biotickymi (tvorba enzym( a vylucovani). Tyto negativni zmény
zpUsobené fungicidy mohou mit vaziné disledky na funkce ekosystému jako je rozklad,
kolobéh Zivin nebo vzajemné reakce mezi rostlinami a mikroorganismy.

Z téchto dlvodl a negativnich vlivi fungicidnich latek na prostiedi a zejména
mikroedafon v padé byla vypracovana tato diplomova prace, kterda ma za ukol zhodnotit

jeden z mnoha fungicidd spolu s jeho vlivy na vyznamnou cinnost padnich mikroorganisma.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je urcit vztah mezi mnozstvim penkonazolu a jeho
ucinkem na enzymatickou aktivitu ptdy. Déle je dilezité zhodnotit vliv odlisnych pudnich
vlastnosti na zmény enzymatické aktivity zptusobené piitomnosti penkonazolu. Jako dalsi cil

je urceni vlivu délky inkubace na zmény enzymatické aktivity pad

Hypotézy

Pro potieby prace byly vytvoreny 3 zakladni hypotézy:

Hypotéza ¢. 1: Zvysujici se mnozstvi fungicidni latky v ptid¢€ negativné ovlivni enzymatickou
aktivitu pady.

Hypotéza €. 2: Vliv fungicidu na enzymatickou aktivitu se bude mezi riznymi ptidami lisit.
Hypotéza ¢. 3: Enzymaticka aktivita ptidy se bude ménit v ¢ase, s ohledem na degradaci

fungicidu



3 Literarni reSerse

3.1 Puda

Pidou oznacujeme pfirodou utvarené prostiedi plisobenim pedogeneze. Procesy
pedogeneze jako je zvétrdvani, transformace &i vznik nebo prenos ldtek mohou byt
ovliviiovany faktory, které muUZeme délit na biotické a abiotické. Mezi né patfi napf.
antropogenni ¢innost nebo plsobeni organismi, matecna hornina, terén, podminky podnebi
¢i podzemni depozice vody (Kutilek 1978). PUda je jednim z nejvice riznorodych prostredi
na Zemi a obsahuje rozmanity soubor Zivych organism(i. Netransparentnost tohoto svéta
viak velice omezila nase chdpani pfinosu jejich funkci pro pladni procesy a odolnost celého

ekosystému (Briones 2014).

3.1.1 SlozZeni a struktura pady

Pddu mlzZeme povazovat za prostiedi vice sloZzek spolecné utvarejici otevieny
biochemicky systém, ve kterém probiha uvnitf i na povrchu fada fyzikdlné-chemickych a
biologickych procesli (Prado & Airoldi 2002). Pldy se skladaji ze slozky pevné, pldniho
vzduchu a pddniho roztoku (Simek 2003). V tomto systému mohou byt vymériovény jak
hmota, tak i energie s okolnim prostfedim (Prado & Airoldi 2002). Typ, mnoZstvi nebo kvalita
pUdnich slozek zalezi na danych podminkach prostiedi, které urcuji jednotlivé padni

vlastnosti a funkce (Pereira et al. 2017).

Slozeni pudy

45%

H Pldni roztok
Pldni vzduch

B Mineralni ¢astice

B Organické Cdstice

B Kofeny

B Organismy

B Humus

Obrdzek 1: Priblizné procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZek ptdy (upraveno dle Vrtiskovd, 2013)



Anorganicka frakce pevné slozky pld je tvofena primarnimi a sekundarnimi minerdly
rizného sloZeni a je pfedevsim ovlivnéna sloZzenim matecné horniny, ze které vznika. Jako
primarni minerdly oznacujeme c¢dstice hrubsi (nad 0,002 mm) a za sekunddarni povazujeme
mineraly jilové (¢astice mensi nez 0,002 mm). Rlzny podil téchto castic v pldé ovliviiuje
napf. jeji pérovitost, provzdusnéni nebo i miru navazani vody, Zivin ¢i organické hmoty.
Podle zrnitosti, tedy jednotlivych podili velikostné odlisnych ¢astic se ur€uje textura pldy a
nasledné je ptida zafazena do jednoho z druh( pad. Castice o velikosti 2 mm rozdéluji péidu
na skelet, tedy frakci vét$i nez 2 mm a jemnozem o velikosti zrn mensi nez 2 mm (Simek

2003).

Padni strukturou rozumime usporadani jednotlivych ¢astic navzajem v prostoru. Ve
vétsiné pripadd se nachazi padni ¢astice ve formé agregatl, tj. mensich ¢i vétsich shlukl. Ty
Ize délit podle velikosti na makroagregaty ¢ mikroagregaty (Salek 1986). Mezi pldy, které
agregaty nevytvari, fadime napf. kamenné a piscité suti nebo pady sypké (Kutilek 1978). Pro
vlastni stanoveni se ze separované jemnozemé urci procentudlni podil ¢astic pisku, prachu i
jilu. Nakonec se vybere metoda pro urceni ptidniho druhu. Pro samotné zarazeni padniho
druhu se u nas v Ceské republice nejvice vyuZivaji 2 metody, a to texturniho trojuhelniku

nebo podle Novdka (Némecek a kol. 2001).

Klasifikace pGd v CR pouziva Easto prevzaty systém od Ministerstva zemédélstvi USA
(USDA). Pfi poutziti trojuhelnikového diagramu (texturniho trojuhelniku) je stanoveni
pGdniho druhu sice slozZitéjsi, ale zato presnéjsi. Tato metoda je vyuZivdna po celém svété a
stanoveni zahrnuje frakce pisku, prachu ¢i jilu udavanych ve hmotnostnich procentech, diky

¢emuz lIze odlisit 12 hlavnich druh( pad (Kamenickova 2013).



100 = 0

Jil (%) &0 a0 Prach (%)

60

jilovita HLiNA  \,  Prach.jil.
HLINA 70

piscita jilovita

HLINA
HLINA 7 8o
.Y prachovita
piscita .
HLINA %0
: ‘ PRACH
0 ¢ t t t } f t t 1 } 100
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Pisek (%)

Obrdzek 2: Trojuhelnikovy diagram zrnitosti (prevzato dle USDA, upravil Marek Rusek)

Oproti diagramu vyuziva stanoveni druhu pad dle Novaka pouze tzv. jemné Castice
(mensi nez 0,01 mm) ve vzorku jemnozemé a celkové je toto ur¢ovani mnohem jednodussi.
Novak také vytvoril stupnici hodnoceni pld dle procentudlniho zastoupeni jilu, avsak podle
soucasné klasifikace je nutny prepocet. Do kategorii zrnitosti uvedené v Tabulce 1 Ize zatfidit

jen ty pady, které maji obsah skeletu mensi nez 50 % (Kamenickova 2013).

Tabulka 1: Stanoveni ptdniho druhu dle Novdka (upraveno dle Némecek a kol. 2001)

Obsah castic < 0,01mm ptdni druh Oznaceni pady
<10 % Piscita lehké pady
10-20% Hlinitopiscita
20-30% Piscitohlinita stfedné tézké pldy
30-45% Hlinita
45-70 % Jilovitohlinita tézké pldy
60 - 75% Jilovita
>75% Jil



PUdni roztok a vzduch tvoti asi 50 % celkového objemu pldy. Spolecné vypliuji
prostory mezi ¢asticemi minerdlnimi a organickymi. Pidni vodu nebo |épe roztok mizeme
rozlisSit podle jejiho vyskytu a pfistupnosti pro rostliny. Mnoistvi roztoku je spojeno
predevsim s pldnimi péry a pfistupnost s jejich druhem. Ten prostor, ktery neni vyplnén
vodou, je tedy zaplnén vzduchem. Za normalnich podminek je pudni vzduch slozen témér ze
stejnych sloZek jako ten atmosféricky. Procesy jako je napf. dychani organismu, pfi kterém se
zvySuje v prostiedi oxid uhli¢ity, mohou upravovat sloZeni plGdnich plyn(i. Bez pfistupu
vzduchu, kdy jsou v ptidé vyssi koncentrace oxidu uhli¢itého ¢i metanu se mlize obsah dusiku
snizit. V dUsledku toho se mohou objevit vétSinou dalsi plyny jako napf. sirovodik, oxidy
dusiku a siry (Simek 2003). PGdy Zivi obrovské mnoZstvi rliznorodych mikrobd, aviak velky

podil z nich stéle zUstava neobjeven (Torsvik & @vreas 2002).

3.1.2 Pidni organicka hmota

Existuje silnd korelace mezi padni strukturou a uhlikem, stejné jako mikrobidlni
aktivitou a uhlikem. To dokazuje obousmérnou funkci uhliku regulovaného hospodarenim v
prostfedi. Dobra struktura pldy podporuje rozklad primarni organické hmoty zejména diky
optimalnim fyzikdlnim podminkam, které poskytuji zdroj Zivin paddnim mikrob{im. Naopak
pGdni procesy dominované mikrobidlni aktivitou jsou vyhodné pro utvareni padni struktury
(Cui & Holden 2015). Podobné uvadi Lo (2010), Ze je urodnost pldy zavisld nejen na texture,

ale i na vnitini biologické aktivité.

Nizkd kvalita pldniho organického uhliku omezuje mnoiZstvi energie pfistupné pro
pGdni mikroorganismy (Fontaine et al. 2003). Organicka hmota je pfitomna ve vSech pudach,
avsak jeji podoba a rozmisténi zalezi na mnoZstvi pudnich procest, které se mohou stavat
nezavisle ¢i vsouladu s ostatnimi slozkami. VétSina z téchto procesl souvisi s vychozim
rozkladem zbytk( rostlin pldnimi organismy, jejich naslednym prenosem a kumulaci. A
protoze je pUdni organickda hmota nejdynamictéjsi z padnich slozek, ucinky zmén v pldnim
prostifedi jsou Casto zaznamenatelné kvalitou a rozdélenim organické hmoty (Kilmer &
Hanson 2018). Vyména Zivin, energie a uhliku mezi pddni organickou hmotou, pddnim
prostfedim, vodnimi systémy a atmosférou je velmi dilezZitda pro zemédélskou produkci,

kvalitu vody i klima. Podle pretrvavajici teorie je plidni organickd hmota sloZena ze stabilnich



a chemicky jedinec¢nych sloucenin, avsak podle Lehmann & Kleber (2015) je tato hmota spiSe

sloZzena ze stéle se rozkladajicich organickych sloucenin.

OPAD "CERNY UHLIK" SPADY A SPLACHY
rostlinné zbytky a metabolity, organické zbytky horeni mineralni Ziviny, rozpusténé
Zivocichové, exkrementy organické latky

fotoautotrofni a heterotrofni mikroorganismy,
chemoautotrofni zooedafon
mikroorganismy, kofeny

Obrdzek 3: Zdroje ptidni organické hmoty (pfevzato a upraveno dle AVCR 2015)
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Obrdzek 4: SloZeni organické hmoty v plidé (pfevzato a upraveno dle AVCR 2015)

Rozklad pldni organické hmoty velmi zdleZzi na pfitomnosti rGznych druh(
mikroorganism( a také na jejich enzymatické ¢innosti (Loeppmann et al. 2016). Rychly narust
specializovanych mikroorganismu, které rozklddaji pouze primarni organickou hmotu lze
vyvolat pfidanim cerstvé hmoty do pady. Pfi tom se uplatiiuje tzv. ,priming effect”.

Pfedpoklada se, Ze tento jev vznikd kompetici o energii a Ziviny mezi mikroorganismy



specializujicimi se na rozklad Cerstvé organické hmoty a témi, ktefi se Zivi vysokomolekularni
plGdni organickou hmotou (Fontaine et al. 2003). Takové hospodareni zvysujici podil pGdni
organické hmoty je prospésné pro zlepseni struktury pldy a zvySeni enzymatické aktivity (Cui

& Holden 2015).

3.1.3 Edafon

Terestricti ekologové a pedobiologové tradi¢né vystihuji obyvatele pady jako skupinu
oznacovanou ,,pGdni fauna“. Casto také usuzuji, e zdejsi skupiny pouze rozkladaji a recykluji
dostupnou odumfelou rostlinnou hmotu (Briones 2014). Pojem edafon vsak zahrnuje
veskerou floru (fytoedafon) i vSechnu faunu (zooedafon) dosahujici dle rozdéleni velikosti od
tzv. mikroedafonu (protista, virnici), pfes mezoedafon (haddatka a mali ¢lenovci), az po
makroedafon (velci ¢lenovci, mravenci ¢&i Zizaly). Ulohy zooedafonu v ekosystémech jsou

obecné hodnoceny podle jejich reakci na zmény globalniho prostrfedi (Savin 2014).

3.1.3.1 Mikroedafon

Padni mikroorganismy jako napt. bakterie a houby jsou nezbytnou soucasti Zivé pady
a maji nemaly vyznam pro Urodnost pldy, podporu rostlin a zdravi celého systému. Z tohoto
dlvodu je moziné jejich vyuziti jako specifickych indikatorl tohoto ekosystému (Nielsen &
Winding 2002; Kirk et al. 2004). Mnoho mikrob( Zije mimo pldu i na plodinach, kde maji
velmi rlznorodé funkce. Mezi né patfi rozdily metabolickych drah ¢i rizné vztahy s rostlinou
a prostredim, kde pUsobi. Rovnovaha mikrobidlniho spolecenstva, stejné jako mikrobl a
samotné plodiny se mlZe projevovat jako ochrana proti onemocnéni nebo jako podpora
rastu rostliny (Shen 1997). Pady jako Zivé prostiedi jsou velmi citlivé na jakékoli
antropogenni zdsahy. Aplikace hnojiv, zptsoby sklizné plodin nebo metody obdélavani jak
samostatné, tak kombinované maji rGzné vlivy na ¢innost i pocet zastoupenych druhl
pGdnich mikroorganism( (Habig & Swanepoel 2015). Jedna se o komplexni a dynamicky
systém, ve kterém je i v soucasnosti slozité urcovani sloZeni mikrobialnich spoleenstev.
Zejména proto, Ze jednotlivé procesy nebo enzymatické latky neumoziuji presné
identifikace mikrob( pfimo zapojenych v nami mérfenych a hodnocenych procesech
(Nannipieri et al. 2003). Tyto mikroorganismy ptrimo ¢i neptimo ovliviiuji procesy probihajici

v pudé a terestrickych ekosystémech (Fierer 2017).



PUdni mikrobidlni spoleCenstva vykonavaji v procesech ekosystému dulezité funkce,
které mohou byt vyuzity pro zhodnoceni dopadu zemédélskych praktik na udrzitelnou
produkei Grody (Habig & Swanepoel 2015). Upravy mikrobialni aktivity u pad o3etfovanych
prostfedky na ochranu plodin mohou nasledné pozménovat pldni Urodnost a ovliviiovat rist
¢i vyvoj rostlin (Cycon & Piotrowska-seget 2007). Zejména teplota mUize hrat vyznamnou roli
pfi Upravé rozkladu pldni organické hmoty kvuli rozdilGim v relativni citlivosti mikrobialnich
¢innosti na teplo. Vyzkum citlivosti mikrobialni aktivity na teplo a obratu Zivin v p4dé nam

poté muze pomoci pochopit eventualni nasledky globalniho oteplovani (Koch et al. 2007).

Bakterie a houby se setkdvaji s organickou hmotou v pldé, ktera je pro né
potencidlnim zdrojem energie, uhliku i Zivin dllezitych pro udrzbu ¢i rlist bunék (Burns et al.
2010). Interpretace procest pudnich mikroorganismu je vsak slozita kvli své jak regionalni,
tak sezénni rlznorodosti a nedostatku ziskdvanych reprezentativnich hodnot. Jednou
z moznosti, jak tato omezeni prekonat je pracovat s principem teorie neurcitych soubord,
kterd vnimd pfirodni systémy mnohem vice realisticky a pocitd s pfirodni nejasnosti a
slozitosti (Tscherko et al. 2007). Kopriva et al. (2017) poukazuji na dlouho zndmé vlastnosti
mikroorganism(l jako napf. mykorrhiznich hub ¢i symbiotickych bakterii, které zlepsuji
dostupnost mineralnich Zivin a maji vliv na vykon rostlin. Nicméné je teprve zkoumano
mnoho dalSich mikroorganismi spojovanych s rostlinami a jejich potencial nahrazovat nami
syntetizované zemédélské latky. Velkd c¢ast pldnich mikroorganism( zatim vsak nebyla
objevena a izolovana. Jejich funkce ndm prozatim nejsou znamy, ackoli jiz vime, Ze pudni
mikroorganismy provadi velice dlleZité procesy jako je podpora rlistu rostlin nebo kolobéhu

uhliku a ostatnich Zivin (Jansson & Hofmockel 2018).

3.1.3.2 Rhizosféra

Rhizosférou je oznaCovan v pldé kofenlim blizky prostor, kde mikroorganismy
ziskavaji uhlik hlavné zrostlinnych exudatld. Reprezentuje misto intenzivni kompetice
pGdnich mikroorganism( a reaktivnich ¢astic na povrchu pravé o dostupny uhlik a Ziviny.
Tato kompetice v pidé mUZe snizovat mnozstvi dostupného uhliku az na hodnoty limitujici
mikrobialni rdst nebo rozklad pldni organické hmoty (Merino et al. 2015). Mnozi pUdni
¢initelé napfi¢ zooedafonem jsou znami svym zvySovanim pristupnosti Zivin a produktivity u

rostlin. Za nejvice ovliviujici se vSak mohou povazovat organismy zahrnujici mikrobidlni



spoleCenstva rhizosféry (Chaparro et al. 2012). Rhizosféra je pro mikroorganismy velmi
vyznamnym mistem predevsim kvali vstupu latek vedoucimu k vysoké hojnosti, specifické
rozmanitosti ¢i rdznorodosti funkci vykonavanych mikrobidlnimi spolecenstvy (Loeppmann
et al. 2016). Zménami ve sloZeni mikrobialni biomasy a rozmanitosti jejich funkci mohou byt
ovlivnény kofeny az v nékolik milimetrové vzdalenosti do pidy (Kandeler et al. 2002).
Rostliny mohou ve svych kofenech tvofit mnohé slouceniny, které odpuzuji nebo
zamezuji vniknuti patogent ¢i jinak ohrozujicich Ciniteld. Nékteré jejich vytvarené metabolity
jsou vyuzivany jako zdroje uhliku prospésnymi pUdnimi organismy. Ty mohou pomahat
rostliné at pfimo pfi omezovani onemocnéni produkci antimikrobidlnich latek, nebo i
nepfimo vyvolanim odolnosti rostliny. Proto sloZeni jejich kofenovych exudatd odrazi jak
chovani koexistencné lakavé, tak i negativni pro pudni mikroorganismy. Kofenné exudaty
mohou mit také dopad na kolobéhy uhliku i dusiku, kvali éemu mohou nékdy ovliviiovat az
inhibovat proces nitrifikace specifickych mikroorganism( (Badri & Vivanco 2009). Podobné
popisuje Raaijmakers et al. (2009) rostlinou vypousténé exudaty jako hlavni zdroj Zivin pro

mikroorganismy a hnaci silu pro zvySovani jejich hustoty populace nebo ¢innosti.

3.1.4 Metody monitoringu

Padni mikrofléra je prvni biotou, kterd podstupuje pfimé i nepfimé toxické ucinky
sloucenin vstupujicich do pady. Diky svym rychlym reakcim na kontaminace, svou
vsudypritomnosti, velikosti a preménou prvkd je vhodna jako ukazatel negativnich ucink(
cizich latek vstupujicich do pady. Proto je béiné vyuZivana v ekotoxikologickych testech
hodnoceni vlivu xenobiotik na zakladni biologické procesy v padé (Cycon & Piotrowska-seget
2007). Taxonomické déleni zaloZené na tradi¢nim uréovani morfologie a anatomie se pomalu
nahrazuje rychlou identifikaci dostupnymi molekuldrnimi technikami (Briones 2014). Pro
monitoring a naslednou Uspésnou obnovu znecisténych prostredi je dileZitym ukazatelem
pfitomnost tzv. indikatort kvality pldy, které nam davaji vyznamné poznatky o prabéhu
zadoucich procesl v pudé (Mufioz-Rojas 2018). Tradi¢ni metody analyz jsou stdle vyhodné,
avSak s pouzitim modernéjsich molekularnich metod je mozné urcit jak kultivovatelné, tak i
nekultivovatelné druhy mikroorganismi. Obecné neni pfi studiu geneticky upravenych
bakterii pfimo popisovan problém s mikrobialni rozmanitosti, ale vétSinou se védci zaméruji
na jejich setrvani v prostredi, schopnost rozsiteni v rhizosféfe nebo samotné preziti (Lynch et

al. 2004).
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Podle Cui & Holden (2015) je vétSina vyzkumu pUdni struktury a mikrobialnich
¢innosti zalozena na laboratornich méfenich padnich vlastnosti, které vSak o opravdovych
podminkach svédci nepfimo, a velmi malo vyzkum( vyuziva data ziskand pfimo z terénu.
Vétsina vyuzivanych metod se zabyva odhadovanim celkové mikrobidlni biomasy a raznych
procesll (napf. hodnocenim respirace) nebo urcitych enzymatickych aktivit (uredzy, protedzy
apod.). Avsak aktivni podil mikroorganismu, ktery fidi vétSinu procest, tim ztraci na svém
hodnoceni (Nannipieri et al. 2003; Blagodatskaya & Kuzyakov 2013). Karolina et al. (2017) ve
své praci charakterizuji porovnavanim mikrobiologie substratl a index( diverzity odliSnosti
sloZeni a aktivitu spolecenstev. Diky tomu uvadi zavislost na rozdilnych technikach kultivace

a obdobi odbéru jako dva vyznamné faktory.

Podle potfeby predchozi inkubace milzeme rozliSit metody monitoringu
mikroorganismd na kultivacné zavislé nebo naopak nezavislé na kultivaci. Velky povrch
bakterii vici prostfedi, které je obklopuje, ndm poskytuje potencialni citlivé indikatory
ovlivnéni pldy pesticidnimi latkami nebo xenobiotiky. Monitoring mikrobialnich
spolecenstev a jejich slozeni ¢i inhibici l1ze provadét zplsobem in situ, tedy pfimo na misté
nebo odbérem vzork( a utvofenim potiebnych podminek v laboratofi (ex situ) (Kirk et al.
2004; Liu et al. 2006). Vyznamné mnozstvi neobvyklych metod, které jsou zaloZzeny na
genetickych analyzdch rRNA ¢i rDNA objevilo cast z prfitomnych pldnich spoleéenstev

(Torsvik & Pvreds 2002).

Tabulka 2: Fyzikdlni metody méreni kontaminovanych pid (upraveno dle Imfeld & Vuilleumier 2012)

Bioindikator Popis metody
Mikrobialni biomasa Méreni narGstu biomasy mikrobialnich spolecenstev
Mikrokalorimetrie Méreni metabolické aktivity padnich bakterii a hub

Odhad prinosu bakterii k celkové mikrobialni respiraci
Respirace vyvolana substratem mérenim vylu¢ovaného oxidu uhlicitého ->
(SIR) NarUst respirace po pridavku substratu predstavuje
celkovy ptinos jak rostoucich, tak nerostoucich
mikroorganisma
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Méreni pfinosu enzymatické aktivity mrtvych i
nerostoucich organismu k celkové aktivité v pldé

PUdni enzymaticka aktivita

Tabulka 3: Metody identifikace mikroorganismd v kontaminovanych puddch (upraveno dle Imfeld & Vuilleumier
2012)

Bioindikator Popis metody

Biologické profilovani spolec¢enstev: CLPP
(fyziologické profilovani spolecenstev) nebo
CLCPs (profilovani dle katabolické aktivity

Hodnoceni aktualniho stavu struktury
spolecenstev mikroorganism{ pomoci jejich
fyziologické identifikace

Pouziti na pH zdvislych zbarveni
tetrazoliovymi solemi, které sdéluji redoxni
status bunék, pro zjisténi metabolickych
aktivit mikrob

spolecenstev)

Metoda rychlého zmnozeni Useku DNA
principem replikace DNA ¢i RNA

Metoda polymerdazové retézové reakce
(PCR)

Analyzy zdavislé na kultivaci pro nahled a
zjisténi struktury mikrobidlnich
spolecenstev, stavu Zivin ¢i odpovédi na
fyziolologicky stres ovliviiujici sloZeni
spolecenstva

Analyzy lipidi: FAME (Methyl estery
mastnych kyselin) ¢i PLFA (analyza
Fosfolipidovych derivati mastnych kyselin)

3.1.5 Pidni enzymy

Enzymy jsou makromolekuldrni bilkoviny, které katalyzuji dulezité premény (i
chemické reakce souvisejici srozkladem i kolobéhem Zivin a maji zdroven jedinecné
vlastnosti odliSujici je od ostatnich katalyzator(i. Témi jsou predevsim jejich vysoka efektivita
souvisejici zaroven surcitou specificitou reakci, mozina uprava enzymu pro kontrolu
koncentraci a toku metabolitl nebo jejich plsobeni za normalnich fyziologickych podminek
jako je teplota i tlak (Dick 2011; Kotroczo et al. 2014). Enzymy reprezentuji nejkomplexnéjsi a
nejvétsi skupinu bilkovin. Maji zasadni roli ve vSech procesech Zivota véetné metabolismu,

tvorbé gent, déleni bunék, imunitniho systému a dalSich (Schomburg et al. 2017).

Obecné ndazvy jednotlivych enzymi vznikaji priddnim koncovky ,-asa“ a v eském

o

jazyce ,-aza“ kvlastnimu nazvu substratu, u kterého katalyzuji transformaci. Komise

mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie (IUBMB) zavedla ndzvoslovi a klasifikaci
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enzyml jiz v roce 1961. Jednotlivé enzymy jsou znaceny Ctyfmistnymi kédy. Nazev se sklada
ze zkratky ,,EC“, coZ oznacuje pojem ,Enzyme Commission” a Ctyr Cisel. Kazdé ctyrcisli (napf.
3.2.1.4 — celuldza) znadi jednu ze sedmi tfid, skupinu chemické vazby, na kterou pusobi, dale
podskupinu, a nakonec poradové Cislo v této podskupiné.

Celkem rozlisSujeme jiz 7 tfid enzym( podle typu reakci, které katalyzuji:

oxidoreduktazy: katalyzuji oxidacné-redukéni déje

transferdzy: katalyzuji prenos funkénich skupin

hydrolazy: katalyzuji hydrolytické stépeni substratl

lyazy: katalyzuji Stépeni vazeb C-C a C-N bez vstupu vody

izomerazy: katalyzuji preskupeni izomer( uvnitf molekul

ligazy (synthetdzy): spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou za Stépeni ATP

N o v A~ w N oRE

translokazy: katalyzuji pohyb atomO a molekul skrz membrany nebo jejich
separaci

(Brenda 2019; Jeske et al. 2019)

Podle sloZzeni mGzeme enzymy délit na jednoduché ¢i slozené. Jednoduché enzymy
jsou tvofeny pouze bilkovinou, kterd nese specifitu substratu. Castéji jsou v organismech
pfitomny enzymy slozené, tvorené ¢asti bilkovinnou (apoenzym), ktera specifikuje, jakd latka
se bude preméniovat, a slozkou nebilkovinnou (kofaktor), ktera urcuje typ probihajici reakce.

Dohromady tyto ¢asti tvofi takzvany holoenzym (Vodrazka 1992).

Funkce enzymU jsou Casto spojovany s vétSinou nemoci, ale i s regulaci stresu, coz
z nich délad zajimavé cile pro vyzkum a vyuziti v biotechnologiich, I1é¢bé onemocnéni ¢i
vhodné pro diagnostické ucely (Schomburg et al. 2017). PGdni enzymy byvaji povazovany za
uzZiteCné indikatory kvality kvlli svému vztahu kpUdni organické casti, citlivosti a
jednoduchosti méreni. Nékdy jsou popisovany jako biologické pozustatky pavodnich zplsobu
hospodareni souvisejici s obdélavanim pudy a jeji strukturou (Utobo & Tewari 2015). Znalosti
padni enzymologie a jejich aktivity v pddach mohou byt vyuZity pro bioindikaci zdravi pudy,
lidskych snah o zmény ekosystému, zemédélské praktiky a znecisténi neplvodnimi latkami

(Kotroczé et al. 2014; Utobo & Tewari 2015).
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Latky s enzymatickou aktivitou mizeme nalézt ve vSech Zivych systémech, tedy u
rostlin, ZivoCichl a u vétsSiny mikroorganismU. Podle mista, kde enzymy pUsobi, je Ize délit na
intracelularni a extracelularni. Intraceluldrni zGstavaji uvnitt bunky, kde vznikly a zde provadi
své specifické funkce. Extraceluldrni jsou vylu¢ovany z bunék, které je vytvofily a Ize je tedy
pozorovat ve vnéjSim prostiedi (Vodrdzka 1992). Extraceluldrni enzymy jsou nejcastéjsimi
Ciniteli pfi rozkladu organické hmoty. Z tohoto dlvodu muiZe byt méfeni téchto
enzymatickych aktivit vyuzito k urcovani Zivin, které pro tento rozklad mikroorganismy
potiebuji (Sinsabaugh et al. 2008). V pokusu Kotroczo et al. (2014) uvadi, Ze aktivitu enzym(

velmi snizilo odstranéni kofenu a tedy naruseni rhizosféry.

Sinsabaugh et al. (2008) uvadi, Ze je potencidl enzymatického rozkladu Ilabilnich
sloZzek pldnich organickych latek vazan na dostupnost substratu, pH pldy a potfebu Zivin
mikroorganismu. Aktivity enzymU jsou citlivym indikdtorem Udrodnosti, metabolickych
procesll nebo kolobéhll hmoty. Stejné tak mohou detekovat pritomné kontaminace padniho

prostifedi (Bennicelli et al. 2009).

Zkousky pudni enzymatické aktivity jsou jednou z mozZnosti, jak méfrit stav pldniho
ekosystému. Tyto metody byvaji celkem jednoduché a poskytuji ndm reprodukovatelné
vysledky. Nejsou vSak vhodné pro poskytnuti obecné akceptovatelnych vysledkd, ale davaji
nam alespon nékteré informace o stavu pudniho prostfedi. V soucasnosti maji prakticky
vyznam predevSim pro hodnoceni vlivu tézkych kovl, agrochemikdlii, primyslovych
znedisténi nebo phdni Grodnosti (Utobo & Tewari 2015). Casto je vyuZivdno mnoha
nedokonalych metod nebo je enzymatickd aktivita Spatné vyhodnocena. NejdulezZitéjsi
chybou je vSak nedostatecné vyuziti drivéjSich poznatk( a ignorace presnych protokold. To
mlzZe mit za nasledek nadbytecnost upravenych metod a muZe to od zadkladu ménit
pochopeni padni mikrobiologie i biochemie (Nannipieri et al. 2018). Vyznamny vliv na pdni
enzymatické reakce maiji pesticidni latky obecné. Tyto reakce jsou nezbytné predevsim pro
vhodné ovliviiovani jakosti pady. Zejména aktivita téchto enzymi reguluje kolobéhy Zivin a

plGdu zurodnuje (Riah et al. 2014).
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3.1.5.1 Aktivita dehydrogenazy

Dehydrogendzy jsou intraceluldrnimi enzymy patficimi do skupiny oxido-reduktaz,
které jak uz nazev naznacuje katalyzuji oxida¢né-redukéni reakce (Bennicelli et al. 2009).
Puadni dehydrogenazy jsou jedny z hlavnich slozek aktivnich enzym0 zabezpecujicich spravny
sled vSech biochemickych cest v pldnich cyklech. Rozmanitost biotickych a abiotickych
faktor( jako je cas inkubace, teplota, provzdusnéni nebo vlhkost ma na aktivitu
dehydrogendzy v padé vyznamny vliv (Kumar et al. 2013). Jako enzymy pfitomné ve vSech
mikroorganismech jsou obvykle vyuzivany pro méreni celkové mikrobialni aktivity v padach
(Lo 2010). Casto jsou pouzivany také pro méfeni nékterych naruseni zplisobenych pesticidy,
aktivity jsou pozorovdny spiSe ze znecisténych Uzemi neZz obnovenych ¢&i nenaruSenych
stanovist. Dehydrogenazova aktivita mlzZe byt povaZovdna za dobry ukazatel oxidace
v pudnim prostredi. Aktivita téchto enzyml je méfena pomoci dvou metod vyuZivajicich
rozdilny substrat (Kumar et al. 2013). Obvykle je mérena jako mnoZstvi umélého akceptoru
elektront, tedy napt. rozpustné tetrazoliové soli s ¢ervenou barevnou formou (formazan),
ktera je redukovana mikrobialni aktivitou v pidé a lze ji ndsledné extrahovanim ve vhodném

rozpoustédle urcit kolorimetricky (Camifia et al. 1998).

3.1.5.2 Aktivita ureazy

Ureaza, ktera patfi mezi enzymy amidohydrolazy, katalyzuje hydrolyzu mocoviny na
oxid uhli¢ity a amoniak, ktery nasledné vytékava (Kandeler et al. 2013). V pidé ma
predevsim mikrobidlni plivod a jeji aktivita predevsim zavisi na jejim celkovém mnozstvi.
Porovndvani hodnot mérené uredzy je slozité kvuali castym modifikacim jednotlivych
stanoveni. Proto jsou tézko hodnotitelné faktory ovliviujici jeji aktivitu a zaroven korelace
s pldnimi vlastnostmi. V organo-minerdlnich komplexech nalézajicich se v padé je tento
enzym mimoradné stabilni. Problémy spojené s vysokou aktivitou ureazy jsou napf. uUnik
plynného dusiku, poskozeni rostlin vlivem amoniaku nebo nahromadénych dusitant
(Thenabadu 1996). Spolu s potencidlni nitrifikaci jsou zahrnuty v metabolismu dusiku a
obvykle vyuzivany pro hodnoceni toxicity pesticidl a ostatnich v zemédélstvi pouzivanych
chemikalii (Lo 2010). Uredzy u rostlin jsou jiz déle zndmy pro svoji ureolytickou ¢innost. Jsou
potencialné toxické pro hmyz, ktery neni ovlivnén Bt toxiny, a jsou také fungitoxické. Jak
rostlinné, tak i mikrobiadlni ureazy zplsobuji sekreci v Zivoc¢iSnych burkach, ¢imZz mohou
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chranit pred patogeny (Carlini & Polacco 2008). Mimoradny zdjem je obzvlasté o nalezeni
nékterého inhibitoru uredzy, ktery by omezil ztraty vytékavajictho amoniaku z pQd (Utobo &
Tewari 2015). Podle Margesin et al. (2000) je aktivita uredzy jednou z vhodnych metod jak

sledovat biodegradaci xenobiotik a rlznych dalSich slouéenin v ptdach.

3.2 Fungicidy

Fungicidy jsou pfipravky pouZivané zejména k potlaéeni hub parazitujicich na
rostlinach, kde zpuUsobuji velké Skody. Tyto nizsSi organismy rostlinné ftiSe nejsou
fotosynteticky aktivni, a proto pro své preZiti a vyvoj ziskavaiji Ziviny z organickych materidlt
Ci Zivych rostlin. Timto zplsobem pusobi jiz zminéné Skody na dfevinach, ovoci a zeleniné
nebo na jinych plodindch. Celkové vyuziti pesticidl v zemédélstvi se velmi zvySilo béhem
poslednich 40 let (Riah et al. 2014). Fungicidy, jako soucdst skupiny pesticidnich latek, byly
centrem sporl po dlouhou dobu a jsou stale spojovany s nebezpecim pro pudni prostredi
nebo zdravi lidi a Zivocich( (Cycon & Piotrowska-seget 2007). Pouzivani fungicidl pfi ochrané
plodin stdle efektivné odstranuje houbové patogeny rostlin. Avsak fungicidy se mohou
rozsifit do rlznych sloZek prostifedi a zplsobovat zde nezvratné zmény jako napf. eutrofizaci
povrchovych zdrojli vody, ovliviiovat pldni reakce ¢i mikrobidlni spolecenstva (Baémaga et

al. 2015).

Podle plsobeni na cilovy organismus rozliSujeme fungicidy kontaktni a systémové. U
kontaktnich typl se nedostdva ucinna latka az do tkané rostlin, ale setrvava na povrchu
rostliny. Nevyhodou téchto fungicidd je predevsim, Ze nechrani po aplikaci nové prirdstky a
jejich ucinek zavisi na vlivech pocasi (slunecnim zareni, vétru ¢i desti). Vyhodou je naopak
tfeba krat3i doba ochrany a rychlejsi degradace. U¢inna latka u systémovych fungicidd oproti
kontaktnim prostupuje az do pletiv rostliny a Sifi se vétSinou od kofen(i az k vrcholim.
Vyhodou je tedy komfortnéjsi aplikace diky vlastnostem a bezpecnéjsi ochrana i novych
pfirastkld. Nevyhodou muaze byt mozny fytotoxicky vliv na rostliny nebo pravdépodobné;si

vznik rezistence (Cremlyn 1989).

Za rok 2017 bylo spotfebovano v Ceské republice celkem 3 896 299 kg (I) moftidel a
fungicidnich prostredkd na ochranu rostlin (EAGRI 2018).
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3.2.1 Vyuziti a Gicinnost

Béhem aplikace fungicidu jsou cilem pfedevsim nadzemni ¢asti rostlin. Pfi postfiku je
vsak fungicid nejprve zachycen a absorbovan na listech ¢i plodech. Tim je vystaven rlznym
pfirodnim vlivim jako je napf. slunecni svétlo Ci vitr, coz muze snizovat efektivitu a fungicid
degradovat (Schwack & Hartmann 1994). Mnohonasobné aplikace nejen tzv. azolovych
fungicidd spolecenstva hub modifikuji a jako odpovéd na snizujici se citlivost vici DMI

slouceniny je nutné pouzivat stale nové;jsi pfipravky (Holb & Schnabel 2007).
3.2.2 Chovani v pudé, degradace a persistence

Nadmérné pouzivani primyslové vyrabénych pesticidd v zemédélstvi ma za nasledek
kontaminaci pUdnich ekosystém( (Imfeld & Vuilleumier 2012) a zvysujici se kontaminace
vodnich zdroji (Howard 2017). Mnoho autorl poukazuje na pfitomnost pouzivanych
zemédélskych pesticidd ve vodnich zdrojich. Pfedevsim kvili zdrojim difazni ¢i bodové
kontaminace, kde predevsim ty bodové maji nejvétsi vliv na kvalitu povodi danych oblasti
(Jacobsen et al. 1999). Vyuzivané pesticidy mohou negativné ovliviiovat pladni prostredi a
nescetné mnozstvi procest, za které jsou odpovédna pldni mikrobialni spolecenstva (Cycon
& Piotrowska-seget 2007). Rezidua fungicidl mohou zplsobovat vazné problémy v pldnim
prostfedi jako napf. snizovat biochemickou ¢i mikrobidlni aktivitu vedouci ke snizeni
urodnosti. Pady kontaminované fungicidy by mély byt tedy remediovany pro udrZeni svych
optimadlnich funkci (Ba¢maga et al. 2018). Podle Karas et al. (2018) je toxicita pesticidnich

latek na padni mikroorganismy aZ dosti znepokojujici.

Obecné intenzivni pouzivani pesticidll napf. na vinicich v soucasnosti zplUsobuje
obavy verejnosti, kvlli ndsledné pritomnym reziduim ve vodé ¢i vinarské produkci uréené
pro lidskou spotiebu. Vzhledem k environmentdlnim a toxikologickym rizikiim spojenym se
znacnym vyuzivanim fungicid by mél jejich vybér byt provadén opatrné podle fyzikalné-
chemickych vlastnosti pid nebo klimatickych a hydrogeologickych vlastnosti vinarské oblasti

(Komarek et al. 2010).

Chovani, mobilita ¢i setrvani pesticidd v padnim prostredi je blizce propojeno

s rliznymi v padé se vyskytujicimi procesy jako je napt. sorpce a desorpce, volatilizace, rizné
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typy degradace, absorpce rostlinami nebo i vyluhovani (Komarek et al. 2010). Podle Singh &
Dureja (2009) jsou pro spravu rezidui pesticidi dllezité pudni doplriiky, které mohou svoji

pfitomnosti a vlastnostmi podpofit potfebny rozklad a snizovani hodnot pesticidd.

Padni organickd hmota je povazovdna za primdarniho adsorbenta neiontovych
pesticid(. Je nutné myslet pfedevSim na stanoveni koncentraci téchto pesticidl v pldnim
roztoku ¢i uréeni jejich transportu médiem. Obecné se predpoklada, Ze sorpcni kapacita
raznych pad je stejna dle mnozstvi pldni organické hmoty, avSak reaktivita zalezi na skladbé
této hmoty a zdrovent na pH média. Pro pH vyssi nez 5 se rozdéleni fungicidd mezi pevnou
fazi a padni roztok neménilo se zvySovanim pH. U nizsiho pH, neZ je hodnota 5, se zvySovala
adsorpce na pevnou fazi stim, jak pH klesalo. Tento efekt souvisi pravdépodobné

s mnozstvim skupin karboxylovych kyselin v padni organické hmoté (Gondar et al. 2013).

Neobvyklé, avsak dobre reprodukovatelné metody by mohly poskytovat hlubsi
hodnoceni ekotoxicity téchto latek na padni prostredi. Ze svych pokus( uvadi Karas et al.
(2018) amoniak-oxidujici mikroorganismy jako nejreaktivnéjsi skupinu mikrob( na pesticidy a

zaroven uvazuji nad nimi jako moznymi kandidaty k zahrnuti do posuzovani rizik pesticid(.

Dnesni bioinZenyrstvi nam nabizi dostatek reSeni, kterd umozniuji efektivni Fizeni
biologickych remediaci véetné biostimulace a bioaugmentace. K tomu jsou vyuzivany pro
obohaceni prostredi rozmanité slouceniny pfirodniho plavodu, sorbenty, mikrobiologické a
enzymatické preparaty nebo nanodastice. VyuiZiti genetickych Jdprav pro ziskani
mikroorganism( ¢i rostlin schopnych efektivniho rozkladu znecisténi mize mit nebezpecné
nasledky souvisejici se zavedenim takovychto rostlin nebo mikroorganismd do prostredi

(Wotejko et al. 2016)
3.2.3 Triazolove fungicidy

Triazoly jsou hojné wvyuzZivany jako Sirokospektrdlni fungicidy, nesteroidové
antiestrogeny a pro raznda dalsi prlimyslova pouziti. Jadra triazoll jsou heterocyklickd a
obsahuji tfi atomy dusiku ve dvou izomeriich (1,2,3-triazol a 1,2,4-triazol)(Aromi et al. 2011).
V ptirodé se triazoly normalné nevyskytuji, avsak jejich rezidua byvaji ¢asto objevena kvili
jejich zaneseni v pfirodé, ale i organismu ¢lovéka, cozZ se zvysujicimi se oznamenimi o jejich
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toxickém pusobeni je prezentuje jako kontaminanty prostfedi nebo potencidlné zdravi
ohroZujici latky (Lv et al. 2017). Podobné Husak et al. (2017) popisuji jak ¢asto jsou tyto
fungicidy nalézdny ve vodnim prostredi. Je toho vsak velmi madlo, co vime o jejich akutni
toxicité nebo vlivu na ryby. | kdyZ jsou azolové fungicidy znamé pro své systémové ucinky na
listech rostlin, neni stale Uplné jasné, zdali se stejné chovaji i na jejich plodech (Schwack &
Hartmann 1994). Napfiklad synteticky vyrabéné fungicidy pouzivané ve vinarstvi pochazi
z rlznych chemickych tfid, a proto jejich adsorpce ¢i pfenos v prostiedi hodné zalezi na jejich
fyzikalné-chemickych vlastnostech (Komarek et al. 2010). Pose-Juan et al. (2010) uvadi, ze
bylo pfiblizné 70 % z celkového mnoiZstvi penkonazolu zadrZeno pevnou fazi a sorbovano
tedy na pldu, zatimco ostatnich 30 % bylo zachyceno Ccinidly pfitomnymi v pouzivané

komercni smési.

Z péti sledovanych triazolovych fungicid( vykazaly vSsechny kromé propikonazolu vyssi
rezidua, neZ je jejich povoleny, limit pravdépodobné kvili své vysoké stabilité. Také bylo
zjisténo, Ze rezidua nékterych fungicidl neklesala vlibec (Angioni et al. 2003). Podobné ve
své praci Rodriguez-Cruz et al. (2008) uvadi vysokou sorpcni nevratnost penkonazolu u vSech
jilovitych minerdld upravenych kationtovymi detergenty. Zkousky na modelovych systémech
ukazaly, Ze byla fotodegradace sluncem jednim z hlavnich mechanizm( vedoucim k rozkladu

a snizovani mnozstvi triazol( (Angioni et al. 2003).
3.2.3.1 Vliv na mikrobialni ¢innost

Neni jednoduché predurcit vztah mezi chemickou strukturou pesticidu a jejim
ucinkem na rdznorodé skupiny pudnich mikroorganismu. Pravé pochopeni ucink na pdni
mikrofléru a jejich prospésné Cinnosti je vSak dileZitou soucdsti hodnoceni rizika pesticidu
(Lo 2010). Jacobsen & Hjelmsg (2014) popisuji zmény i zlepSeni moznosti hodnoceni Gc¢inkd
pesticidl na jednotliva mikrobidlni spolecenstva a jejich aktivitu v pldé. Variabilita metod jak
zavislych, tak nezavislych na kultivaci mGze byt pouzita k méreni a interpretaci ucinkl na

mikroorganismy po vystaveni pesticidiim (Imfeld & Vuilleumier 2012).

Pti posuzovani vlivu studovanych pesticidd na Zivotni prostredi by se podle Sutowicz
et al. (2016) mély brat v Uvahu i historie aplikaci pesticid( ¢i zemédélsky management Uzemi.
Casto byva poukazovano na ovliviiovani biomasy necilovych mikroorganism@ aplikacemi
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fungicidnich latek. Sem patfi pfedevsim zmény jejich biochemickych cinnosti stejné jako
jejich strukturalni, funkéni a genetické diverzity. Zjisténi, Ze nékteré fungicidy mohou
ovliviiovat strukturu ptdnich spolecenstev nasvédcuje podle Podio et al. (2008) pravé tomu,
Ze samotné pouZiti selektivnich technik, které méfi slozky pddnich mikroorganism( jako
biomasy nebo jejich celkovou aktivitu, mizZe poskytovat pouze omezené predstavy o
reakcich pudnich spolecenstev na uZiti biocidd. Proto je potfeba pfistupu z vice uhl{ v dalSich
studiich o reakcich téchto spoleéenstev na zmény prostredi. Na enzymatickou aktivitu maji
pravé predevsim fungicidy negativni vliv (Riah et al. 2014). Podle vyzkumu Zhu et al. (2016)
vSech pét hodnocenych triazoll vykazovalo vyznamné potlaceni enzymatické aktivity
androgennich cytochromi. Proto je tedy moziné jejich plsobeni jako endokrinnich

disruptoru.

3.2.4 Penkonazol

Penkonazol, systematickym nazvem (dle IUPAC): 1-[2-(2,4-dichlorophenyl)pentyl]-1H-
1,2,4-triazole, je typickym zastupcem triazolovych fungicidd. Tato skupina funguje jako tzv.
demethylacni inhibitory (DMI), které potlacuji enzymy cytochromu P450, sterol demethylazu
a zastavuji syntézu ergosterolu (Holb & Schnabel 2007). Jde o systémovy fungicid, ktery
plsobi na povrchu rostlin a zaroven pronikd do pletiv rostlin a $ifi se pomoci svazk(l cévnich
do dalSich casti rostliny. Penkonazol byl pfedstaven svétu jiz roku 1983 a je vyuZivan ve

vétsiné evropskych zemi.

Penkonazol je povazovany za stabilni fungicid s tendencemi se akumulovat v padé.
Podil z aplikovaného fungicidu se muize dostavat do pldy béhem aplikace, spolu s destém
nebo pomoci rozkladajiciho se rostlinného materidlu (Kim et al. 2002). U nas je béiné
vyuzivany v zemédélstvi jako komercni pripravek Topas 100 EC (Komarek et al. 2010; Husak
et al. 2017). VétSinou ma formu bilého prasku aplikovaného ve vodné suspenzi, ktery se
pouzivad na regulaci rGznych houbovych patogen( (plisni, strupovitosti nebo rzi) na vinicich
nebo pfi péstovani ovocnych stroma a zeleniny ve sklenicich (Wang et al. 2014). Penkonazol
je vétsinou aplikovan postfikem pfimo na rostliny, rychle se vstifebava a roznasi dovnitr listQ
(Kim et al. 2002). Mezi metabolity tohoto fungicidu patti jeho izomer 1,2,4-triazol a také
triazoloctova kyselina (CHMI 2019).
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Obrdzek 5: Struktura Penkonazolu

Tabulka 4: Vlastnosti penkonazolu (CHMI 2019)

Molekularni hmotnost
Souhrnny vzorec

Barva a skupenstvi
Zapach

Polocas rozpadu (v pudé)
Log Kow

Rozpustnost (ve vodé)

Toxicita a nebezpeci

284,18

Ci3H15Cl2N3

Bily prasek

Bez zdpachu

133 az 343 dni

3,72 (stfedni potencial k bioakumulaci)

73 mg/ L (pfi 20-30 °C)

R51 (toxicky pro vodni organismy)

R53 (muze vyvolat dlouhodobé nepfiznivé
ucinky ve vodnim prostredi)

R63 (mozZné nebezpedi poskozeni plodu v téle

matky)

Podle informaéniho Stitku u nas pouZivany pripravek Topas nema dlouhodobéjsi

ucinky na mikrobialni aktivitu v padé. Presto je zde nizkd pravdépodobnost ovlivnéni. Neni

vSak potfebny pfimo risk management. Podle WHO je oznacen penkonazol jako

pravdépodobné bezpeény (CHMI 2019).

Vroce 2017 byla na uUzemi Ceské republiky celkovd spotfeba u&inné latky

penkonazolu 132,2 kg. Z toho byl tento fungicid pouzit pfedevsim na postfiky ovoce (117,5

kg), vinné révy (11,6 kg), zeleniny (2,8 kg) a ostatnich plodin (EAGRI 2018).
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Navzdory WHO klasifikuji Fustinoni et al. (2016) penkonazol jako nebezpecny jak pro
Clovéka, tak i pro prostfedi, ve kterém se vyskytuje. Jejich vyzkum se zaméroval na
identifikaci metabolitl penkonazolu v lidské moci a mél za vysledek nalezeni sedmi rliznych
oxidovanych forem. Zavérem bylo doporuceni zavedeni hlavni formy téchto latek jako

biomarkeru vystaveni ¢lovéka tomuto fungicidu.
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4 Material a metody

4.1 Pouzité pudy

Pro potreby praktické ¢asti diplomové prace byly pouzity padni vzorky ze tfi riznych
stanovi$t nachazejicich se na uzemi Ceské republiky. Kazdy vzorek plidy se lisi oblasti
plvodu, fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi (Tabulka 5) a také rozdilnym sloZenim. Tyto
popsané pldy byly vybrany predevsim pro své rozdilné vlastnosti a zaroven aby vysledna

méreni aktivit vybranych enzym byla Iépe hodnotitelna a porovnatelna.

Tabulka 5: Vlastnosti vybranych pad

Vlastnost Humpolec Podébrady Suchdol
Pudni typ Kambizem Fluvisol Cernozem
Obsah pisku [%] 30,22 56,57 13,16
Obsah jilu [%] 21,40 24,50 60,05
Obsah prachu [%)] 48,38 18,93 26,77
Pudni druh Hlinita Piscitohlinita Jilovitohlinita
Podil susiny [%] 89,0 96,0 93,1
WHC 30,5 28,1 39,0
pH (Hz0) 5,7 6,8 8
pH (KCl) 5,4 6,2 7,4
KVK [mmol/kg] 90,3 +2,0 150,3 + 1,0 249,3+ 4,0
Cox [%] 1,20 £ 0,02 1,58 £ 0,15 1,60 £ 0,15
A) Humpolec

Padni vzorek ze stanovisté Humpolec je typ hlinité kambizemé s témér polovicnim

obsahem prachovych ¢astic. Ma velmi nizkou hodnotu pH (je tedy pldou kyselou), jeji

kationtova vyménna kapacita je nizka a mnozstvi padni organické hmoty je také nizké.

B) Podébrady

Stanovisté Podébrady je typové piscitohlinitou fluvisoli kvali vyssimu obsahu ¢astic

pisku. Jeji pH je slabé kyselé, hodnota kationtové vyménné kapacity je podle hodnoceni nizsi

stfedni a celkové je jeji mnozZstvi oxidovatelného uhliku malé.



C) Suchdol
Pidda ze stanovisté Suchdol je podle hodnocenych vlastnosti jilovitohlinitou
cernozemi s 60 % jilu, a tedy pldou tézkou. Dle stanoveni je pH velmi slabé kyselé, témér

neutrdlni, hodnota KVK je vyhodnocena jako vysokd a mnozZstvi humusové frakce je nizké.

4.2 Stanoveni jednotlivych vlastnosti pid

Ty

Plda svymi vlastnostmi ovliviiuje mnohé aktivity zde Zijicich organismu. Kvali tomu je
nutné stanovit tyto potrebné vlastnosti a ddle podle toho pokracovat pti ndsledujicich
hodnocenich pldniho prostfedi. Obycejné uréované charakteristiky (druh a typ pldy, pH,
KVK, mnozstvi organického uhliku aj.) jsou velice podstatné i u rozborud cizorodych latek a
jejich vlivu na mikrobialni ¢innost, rostliny ¢i prostfedi samotné. Proto je dlleZité znat tyto
vlastnosti kv(li dalsSim vyhodnocenim. Veskeré vysledky mérenych vlastnosti pld, které jsou
uvedené v souhrnné Tabulce 5, byly stanoveny na katedfe agroenvironmentalni chemie a
vyzivy rostlin Ceské zemédélské univerzity v Praze. Jejich stanoveni bylo vidy provedeno

podle pfislusnych metodik popsanych nize.

4.2.1 Fyzikéalni vlastnosti pad

Na kazdém z vySe uvedenych stanovist byla odebrana plGda svrchniho horizontu do
20 cm. Nasledné byly pldni vzorky ponechany pro vysuseni na vzduchu a poté byla puda
upravena na jemnozem prosetim sitem o velikosti ok 2 mm a homogenizovana. Stanoveni
suSiny u jednotlivych pad probéhlo gravimetricky dle metodiky pfi 105 °C ve tfech

opakovanich.

Vodozadrzna kapacita (WHC) byla stanovena gravimetricky pro kazdou pldu dle
Novaka s pouzitim Mitscherlichova valecku. Valecek se vzorkem byl nejdfive plné nasycen
vodou, poté byla voda odsdvana po dobu 2 hodin a valeéek byl zvaZzen. Nasledné byl tentyz
valecek vysusen pfi teploté 105 °C a zvazen znovu. Rozdil obou hmotnosti udava hodnotu

pGdni vodozadriné kapacity.

4.2.2 Pudni reakce (aktivni a vyménna)

vrve

Dle metodiky je stanovovana ze suspenze pudy zalité destilovanou vodou (jemnozemé 2 mm
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po prosati). Samotné méreni je provadéno potenciometricky pomoci elektrod. Volnymi
vodikovymi ionty a soli vytésnitelnymi vodikovymi ionty z organomineralniho komplexu je
reprezentovana vyménna pldni reakce oznacovana jako pH (KCl). Pro samotné vytésnovani
z komplexu se pouzivd 0,2 M roztok chloridu draselného. Méreni této pUdni reakce je
vétSinou provadéno spolu s reakci aktivni, a to také potenciometricky pomoci sklenénych
typl elektrod. Pro obé stanoveni pldni reakce (aktivni i vyménné) je postup shodny,
s pouhou zménou pouzitych reagencii. U kazdé pldy byla obé stanoveni provedena ve dvou

opakovanich.

Postup stanoveni:

Do 100 ml trepacich banék bylo navdzeno 20 g suché jemnozemé o upravené
velikosti 2 mm a nésledné pfiddno 50 ml daného roztoku podle druhu stanoveni. Pro aktivni
padni reakci tedy 50 ml destilované vody a pro reakci vyménnou 50 ml 0,2 M roztoku KCl
(Zbiral 2001). VSechny vzorky byly ndsledné tfepany po dobu 60 minut na mechanické
tfepacce a poté byly jednotlivé hodnoty pH méreny potenciometricky pomoci sklenéné

elektrody WTW pH340i.

4.2.3 Mnozstvi Cox (0xidovatelného uhliku)

Kolorimetrické stanoveni mnoZstvi oxidovatelného uhliku (Cox) je provadéno oxidaci
uhliku sloucenin organického plGvodu dle metodiky Sims & Haby (1971) provazené redukci
chromu v pfitomném dichromanu draselném. V kyselém prostiedi (kyseliny sirové) vznika
trojmocny kation chromu, ktery pfimo koresponduje s mnoistvim organického uhliku
v daném vzorku. Pfi vinové délce 600 nm se méfi absorbance svétla pohlceného kationty
Cr3*, kdy svétlo neni absorbovdno kationty Cr® pFitomnymi v nadbytku dichromanu

draselného.

Pro stanoveni je tfeba vytvofit kalibracni pfimku pripravou fady standardd se znamou
koncentraci oxidovatelného uhliku. V tomto pfipadé je standardnim roztokem sachardza o
koncentraci 5 mg/Il. Nejprve je odpipetovano do 5 stejnych 100 ml banék uréené mnozstvi
zasobniho roztoku (1, 2, 4, 8, 12, 16 ml) sachardzy. Poté je ptidano do jednotlivych banék se

sachardézou 10 ml dichromanu (K;Cr,07) a zaroven 10 ml kyseliny sirové (H,SOa4). Po 20 min
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reakce jsou vSechny banky doplnény na objem 100 ml demineralizovanou vodou a

zfiltrovany (eliminace vlivu filtrace).

Tabulka 6: Hodnoty jednotlivych standard(

ml sachardézy 1 2
mg sacharézy 5 10
absorbance 0,118 0,22

4 8 12 16
20 40 60 80
0,409 0,788 1,108 1,22

PFi vlastnim stanoveni bylo navaZeno do kazdé barky presné 1 g vzorku pUdy. Stejné jako u

standardu bylo nasledné k pidé vzdy pridano 10 ml dichromanu draselného a 10 ml kyseliny

sirové. Kazda barika se vzorkem puady a vSsemi reagenciemi se nechala po 20 minut odstat a

nasledné byla doplnéna na objem asi 70 ml destilovanou vodou. Je velmi dulezité chladit

banku pod studenou tekouci vodou, protoze je probihajici reakce exotermickd. Tuto reakci

popisuje vzorec: 2 K,Cr,07 + 3 C+ 8 H2S04 = 2 K2SO4 + 2 Cr(S04)3 + 3 CO2 + 8 H20

Po dostate¢ném vychladnuti smési je vzorek doplnén na celkovy objem 100 ml,

promichdn a nasledné je filtrovan s pouzitim sestavené filtracni soustavy. Pro nase potieby

nebylo nutné roztoky redit. Nakonec byl vysledek vypocitan s pouZitim kalibraéni krivky

vytvorené z hodnot standardd.

26



4.3 ZaloZeni inkubaé¢niho pokusu

Pro stanoveni jednotlivych aktivit vybranych enzym( po vystaveni fungicidni latce byla
provadéna inkubace tfi puadnich vzorkl ex situ obsahujici ptirozené pritomné
mikroorganismy. Pro kazdou z pud byly urceny 4 ¢asy, 3 koncentrace fungicidu a 2 opakovani

(celkem 72 vzork).

Tabulka 7: Koncentrace roztokt penkonazolu
50 g suché puidy (105 °C)
mg/L  mL mg/kg
14 7,1 1,99
70 7,1 9,97

Zasobni roztok (100%) penkonazolu o koncentraci 70 mg/I byl nejprve pfipraven do 1
litrové odmérné banky rozpuSténim acinné latky v demineralizované vodé. Kvdli
nedostate¢né rozpustnosti penkonazolu byla voda temperovana a latka postupné
rozpousténa. Z tohoto roztoku byl nasledné pfipraven nafedénim roztok pracovni (20%) o
koncentraci 14 mg/I. Tim byly vytvofeny vsechny potfebné koncentrace pro inkubace (14 mg

a 70 mg latky; uvedeno v Tabulce 7).

Tabulka 8: Schéma zaloZeni inkubacéniho pokusu

varianta cas koncentrace Obsah latky
den mg/L mg/kg

1 7 0 0

2 14 0 0

3 21 0 0

4 28 0 0

5 7 14 2,0
6 14 14 2,0
7 21 14 2,0
8 28 14 2,0
9 7 70 10,0
10 14 70 10,0
11 21 70 10,0
12 28 70 10,0
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Pomoci analytickych vah bylo navazeno do uzaviratelnych nadobek SecurTainer IlI
SIMPORT P-lab o objemu 60 ml odpovidajici mnozstvi vzork( pldy vysusenych na vzduchu
(air-dry) z Humpolce (56,2 g), Podébrad (52,1 g) a Suchdolu (53,7 g). Do takto odvazenych
pGd byly nasledné pfiddny dand mnoiZstvi jednotlivych koncentraci predem vytvorenych
roztokd penkonazolu podle uvedeného schématu (viz Tabulka 8). Pro kazdou pldu a
koncentraci roztoku byly pouzity Cisté Spicky, kvlli zamezeni nechténé kontaminaci pid mezi
sebou a ovlivnéni vyslednych hodnot. Podle vypocitané vodozadriné kapacity byly vzorky

doplnény pipetou demineralizovanou vodou na 70% vlhkost pGdy (viz Tabulka 9).

Tabulka 9: Navadzky a pridavek roztoku ucinné latky a vody ke vzorkum pid

Puda Hmotnost air-dry Pridavek roztoku latky Pridavek
(8) (ml) vody (ml)
Humpolec vzorek 56,2 7,1 0
kontrola 56,2 0 7,1
Podébrady vzorek 52,1 7,1 2,5
kontrola 52,1 0 9,6
Suchdol vzorek 53,7 7,1 8,4
kontrola 53,7 0 15,5

Pfipravené nadobky s pidou, pfidanym mnozstvim roztokd ucinné latky a doplnéné na
svoji vypocitanou WHC byly pfivieny a umistény do ,inkubaéniho boxu“ a do tmavé
mistnosti se stdlou pokojovou teplotou (20 °C). Prabézné byly nddobky s inkubovanou pidou
po dobu 4 tydn( (2x v tydnu s odstupem min. 3 dni) vaZeny a doplfiovany na svoji pfibliznou
70% vodozadrinou kapacitu destilovanou vodou. Kazdy tyden byla vzdy Ctvrtina nadobek se

vzorky odebrdna a uloZena ke zmrazZeni, kv(li zastaveni aktivity mikroorganismU a udrzeni

jejich stalych hodnot aZ do stanoveni.
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4.4 Aktivita dehydrogenazy

Pro méfeni aktivity enzymu byla pouZita metoda dle CSN EN I1SO 23753-1 s vyuZitim
trifenyltetrazolium-chloridu (TTC) jako substratu. Hydrolyzou vznikly trifenylformazan (TPF)
byl diky svému cervenému zbarveni po extrakci méren spektrofotometricky pfi 482 nm.
Zjisténé hodnoty absorbance jsou pfimo umérné koncentraci enzymu v pldé.

Aktivita byla vztazena na hmotnost susiny vzorku a vyjadrena v jednotkach mg/kg/h.
V nasich laboratornich podminkach byl proces stanoveni upraven pouze snizenim mnozstvi

navazky a objemu reagencii na polovinu.

Postup analyzy:

Do tti Erlenmeyerovych banék je navdzeno po 2,50 g Cerstvého pldniho vzorku. Do
dvou z nich se pfidd 2,5 ml ptipraveného roztoku substratu (vzorky) a do treti barky
(kontrola) se odpipetuje 2,5 ml TRIS pufru upraveného dle pH jednotlivych pad. Obsah bariky
se promichd, uzavie parafimem a nasledné inkubuje po dobu 20 hodin pti 25 °C
v termostatu. Po inkubaci se do vzork( i kontroly pfidd 12,5 ml acetonu pro extrakci
vytvoreného TPF, obsah se zamichd, znovu uzavie a nechd se po dobu 2 hodin stat ve tmé
(kazdou hodinu se obsah znovu prottepe). Vzorky se filtruji skladanym filtraénim papirem
v polotmavé mistnosti do pfripravenych kadinek. Filtraty vzork( i kontroly se spolu

s kalibraénimi standardy méri spektrofotometricky pfi vinové délce 482 nm béhem 1 hodiny.

Vypocet a hodnoceni:
Ze ziskanych kalibra¢nich standardl je sestavena pfimka zdvislosti koncentrace TPF
v roztoku na hodnotach absorbance. Aktivita dehydrogendzy vztazenda na hmotnost susiny

vzorku se vypocita dle rovnice:

(p_cs — p_bs) xV %100
m*xDM =t

Kde: a Dehydrogenazova aktivita  (mg/kg/h)
Pcs koncentrace TPF ve vzorku (mg/L)
Pps  koncentrace TPF v kontrole (mg/L)
%4 celkovy objem roztoku (L)
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DM

(substratu nebo pufru + extrakéniho ¢inidla)
pocatecni hmotnost vzorku (kg)
obsah susiny vzorku (%)

doba inkubace (h)
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4.5 Aktivita ureazy

Pro méreni aktivity enzymu byla pouZita metodika dle Kandelera a Gerbera. Tato
metoda je zaloZena na inkubaci vzorkli s mocovinou bez pouziti pufru a nasledném
kolorimetrickém stanoveni vzniklého amoniaku. Aktivita ureazy byla vyjadiena v jednotkach

pug NHa— N/ g * dwt * 2h a poté prepocitana na mg NHs — N /kg.

Postup analyzy:

Do tfi Erlenmeyerovych banék je navadzieno po 2,50 g Cerstvého pldniho vzorku. Do
dvou z nich se pfida 1,25 ml roztoku mocoviny (vzorky) a do treti banky (kontrola) se
mocovina neptidava. Obsah barky sroztokem se promicha, uzavie gumovou zatkou a
nasledné inkubuje po dobu 2 hodin pfi 37 °C vtermostatu. Termoskfin se predehieje 30
minut pred samotnou inkubaci. Po inkubaci se do kontroly pfida také 1,25 ml mocoviny a
zaroven do vSech banék se odpipetuje 25 ml roztoku KCl o koncentraci 1 mol/I s pfidavkem
10 ml 0,01 M HCI. Erlenmeyerovy bariky se znovu uzaviou zatkami, obsah se zamicha a
nechd se po dobu 30 minut tfepat na mechanické tfepacce. Ziskana suspenze se filtruje
skldadanym filtracnim papirem do pfipravenych kadinek.

Ke kolorimetrickému stanoveni se pfipravi 20 ml kalibrované zkumavky, do kterych se
odpipetuje vidy 1 ml filtratu. Ten se pomoci stficky opatrné naredi demineralizovanou
vodou na 10 ml a nasledné se automatickou pipetou pfidd 5 ml vytvoreny roztok Na-
salicylatu/NaOH a 2 ml 0,1 % roztoku Na-dichloroisocyanuratu. Zkumavky se uzaviou pomoci
parafilmu a nékolikrat se promichaji. Nasleduje minimalné 30 minut inkubace pfi laboratorni
teploté a poté se spolu s kalibraénimi standardy méfi spektrofotometricky pfi vinové délce

690 nm.

Vypocet a hodnoceni:

ug NHy, — N.ml 1« V % 10
dwt * 2,5

Kde: V celkovy objem extraktu (26,25 ml)
10 fedici faktor

dwt relativni susina vzorku
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5 Vysledky

5.1 Aktivita dehydrogenazy

Podle uvedené metody (kap. 4.4) byly jednotlivé padni vzorky postupné pfipraveny na
filtraci potrebnych extraktl pldy. Filtraty byly ndsledné béhem 1 hodiny, kvali rychlé
degradaci na svétle, proméreny pomoci spektrometru PerkinElmer Lambda 25. Jednotlivé
koncentrace TPF v roztoku byly pfepocitdny dle vzorce na hodnoty aktivity dehydrogenazy.
Pro potieby prepoctl aktivity a naslednych hodnot byl pouZit program Microsoft Excel. Ze
stanovenych opakovani byly vypocitany vtomto programu primérné hodnoty aktivity
enzymu. Pro kazdou z pouZzivanych pld byly vytvofeny v programu MS Excel grafy zavislosti

¢asu inkubaci na aktivitu dehydrogendazy pro jednotlivé koncentrace penkonazolu.

5.1.1 Humpolec

vy

Grafu 1 lze pozorovat, Ze obé kfivky pid s rozpusténym penkonazolem zretelné ukazuji za
prvnich 14 dni pokles celkové aktivity v pidé, a naopak hodnoty u kontroly jsou v této dobé
vysoké. Poté o dalsi tyden pozdéji se pravdépodobné moznou biodegradaci inhibicnich latek

aktivita u obou roztoku fungicidu pfiblizila hodnotdam aktivity kontroly.

Humpolec
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Doba inkubace (dny)

kontrola 2mg/kg ——10mg/kg

Graf 1: Aktivita dehydrogendzy v pidé Humpolec

32



5.1.2 Podébrady

U Grafu 2 Ize pozorovat vysokou podobnost pribéhu vsech vyobrazenych kfivek, kdy
aktivita enzymu klesala do 14 dni od inkubace a nasledné zase vzrlistala na velice vysoké
hodnoty pravdépodobnym pUldnim odbourdvanim xenobiotika aZ skoro ke stagnaci na

aktivité 0,6 mg/kg/h. Vliv plGdnich vlastnosti na pribéh je také mozny, ale zde témér

neprakazny.

0,90
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0,60
0,50

0,40

Aktivita DHA (mg/kg/h)

0,30
0,20

0,10

5.1.3 Suchdol

Graf 3 nam prezentuje stfedni hodnoty aktivity v porovndni s ostatnimi pGdami.
Stejné jako u dvou predeslych pad je do 14 dn( pozorovan pokles hodnot enzymatické
aktivity s naslednym vzristem ke tfetimu tydnu. Do 21. dne se u kontrolnich vzorku aktivita
bez omezeni zvySuje, avSak nasledné spolu s ostatnimi kfivkami i ona klesa k aktivité
pocatecniho stavu. Oproti hodnotam pud Podébrad vsak pocatecni pokles béhem prvnich 14
dnl neni tak veliky, coz mlze byt zplsobeno sorpci na jilovou frakci nebo nizkou mobilitou
diky neutrdlnimu pH a dalSim vlastnostem dané pldy. Je zde pravdépodobnost i toho, Ze

pokles od 21. dne mUze byt zplsoben uvolnénim vétsSiho mnozstvi prfedtim adsorbovaného

Pod

ébrady

~
7 14 21 28
Doba inkubace (dny)
kontrola 2mg/kg ——10mg/kg

Graf 2: Aktivita dehydrogendzy v pidé Podébrady

penkonazolu, ktery nasledné znovu omezuje enzymatickou aktivitu pritomnych mikrobu.
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Suchdol
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Graf 3: Aktivita dehydrogendzy v padé Suchdol

5.14 Korelace mezi pudami

Pro vypocet korelace mezi padami byla pouZita analyza ANOVA (MS Excel 2016),
presnéji dvoufaktorovd analyza rozptylu s opakovanim. Ze ziskanych hodnot je pro

hodnoceni nejdullezitéjsi hodnota pravdépodobnosti P pro korelaci (sloupct).

Tabulka 6: Statisticky vystup ANOVA DHA

ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Vybér 5,276697 11 0,4797 46,90688 4,98E-47 1,842165
Sloupce 0,010858 2  0,005429 0,53085 0,589022 3,046148
Interakce 0,170765 22 0,007762 0,759003 0,772153 1,601741
Dohromady 1,840795 180 0,010227
Celkem 7,299115 215

V pripadé aktivity dehydrogenazy, kdy hodnota P (Sloupcll) = 0,589, existuje stredni

korelace a trendy hodnot vybranych pld jsou si podobné.
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5.2 Aktivita ureazy

Jednotlivé pldni vzorky byly pfipraveny podle uvedené metody v kapitole 4.5. Po
prefiltrovani vzorkd, jejich odpipetovani 1 ml do kalibrovanych zkumavek a minimalné 30ti
minutovém reakénim case s pridanymi reagenciemi (viz Tabulka 7) se podle mnoZstvi
pfitomného amoniaku roztok zbarvil do zelena az zelenomodra. Absorbance roztok( pro
takto pripravené vzorky byly nasledné proméreny pomoci UV/VIS spektrometru Lambda 25
pfi vinové délce 690 nm. Dle vzorce byly pfepocteny jednotlivé aktivity a z opakovani byly
vypocitany priimérné hodnoty aktivity uredzy. Pro kazdou z pouzivanych pld byly sestrojeny
(MS Excel 2016) grafy zavislosti ¢asu inkubaci na aktivitu uredzy pro jednotlivé koncentrace

pouzitych roztokd penkonazolu.

Tabulka 7: Priprava vzork( pro spektrometrické stanoveni uredzové aktivity

Enzym Filtrat Pridavek reagencii
Uredza 1 ml 9 ml demineralizované vody
5 ml smési roztok

2 ml roztoku dichlorisokyanuratu sodného

5.2.1 Humpolec

Pada stanovisté Humpolec vykazovala ze vSech pid obecné nejnizsi hodnoty aktivity
pGdni uredzy. Jak lze pozorovat v Grafu 4, u pudy s pfidanym roztokem o koncentraci
penkonazolu 2 mg/kg a 10 mg/kg je vidét béhem prvnich 14 dni pokles aktivity. Po této dobé
aktivita pady s 20% roztokem penkonazolu zacala vzrlstat a vyrovndvat se. Oproti tomu
aktivita pld s nejvysSim obsahem pfidaného fungicidu do 21. dne stdle klesala a az poté
zaCala narGstat. To muze byt zplsobeno mensim rezidualnim mnoZstvim xenobiotika z 20%
pfidavku, pfi srovnani s ostatnimi pladami je vyraznéjsi rozdil dan lepsi mobilitou diky
nizkému pH a nasledné lepsi biodegradaci latky pritomnymi mikroorganismy. U kontrol se
projevil béhem 14 dn0 ndrast aktivity pUdniho enzymu a poté byl zaznamenan

nesignifikantni pokles, ktery se vsak nakonec vyrovnal.
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Graf 4: Aktivita uredzy v pudé Humpolec

5.2.2 Podébrady

U pudy ze stanovisté Podébrady byl na hodnotach Grafu 5 pozorovan vzrast aktivity
sledovaného enzymu, a to samoziejmé u kontroly, ale také u nejvyssi koncentrace pridaného
fungicidu. Tento jev mlZe byt ovsem zplsoben rozptylem hodnot pti stanoveni aktivity po 7
dnech. Nasledujici pokles u obou téchto koncentraci byl do 21. dne rychly, avsak tento vykyv
netrval dlouho a obé varianty vzork( svoji aktivitu navysily na podobné hodnoty. Aktivita u
vzork( s 20% roztokem penkonazolu pomalu klesala aZ do tfetiho tydne od pocatku inkubace
a od té doby s nepatrnym vzrlistem stagnovala. Celkové mély Podébrady nejvyssi hodnoty

aktivity ureazy ve vzorcich.

36



36
@ 32
=2
|
=~ 28
=2
o
£E
&

O

o

> 20

i

=

£ 16
12

5.2.3 Suchdol

aktivita béhem prvnich dvou tydn( klesa jak u kontroly, tak i u nizsi z koncentraci pfidané
fungicidni latky. V nasledujicich tydnech se u pfidaného fungicidu o koncentraci 2 mg/kg
aktivita zvySuje. U kontroly dochazi béhem dalsiho tydne ke zvySeni a nasledné aktivita
znovu o trochu klesa. Naopak u nejvyssi koncentrace penkonazolu (10 mg/kg) se aktivita
prvnich 14 dni zvySuje, coz mlze byt zplsobeno vysokym podilem jilovych ¢astic v padé a

adsorpci fungicidni latky na jejich povrch. Poté uz pouze nasleduje vyznamny pokles aktivity

Podébrady

P

NN

A\

14

Doba inkubace

kontrola 2 mg/kg

Graf 5: Aktivita uredzy v pudé

21
(dny)

——10 mg/kg

Podébrady

enzymu, coz mUZe znamenat nizkou biodegradaci tohoto xenobiotika v Case.
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Graf 6 ndm zobrazuje aktivitu ureazy v pidé ze stanovisté Suchdol. V tomto pfipadé
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Graf 6: Aktivita uredzy v pudé Suchdol

5.24 Korelace mezi pudami

Stejné jako u aktivity dehydrogenazy, i zde byl pro vypocet korelaci mezi pidami
pouzit program Microsoft Excel, ve kterém byla stejnym zplisobem sestavena dvoufaktorova
analyza rozptylu s opakovanim. | z téchto ziskanych hodnot je pro vyhodnoceni nejdllezitéjsi

hodnota pravdépodobnosti P jednotlivych sloupcd.

Tabulka 8: Statisticky vystup ANOVA Uredza

ANOVA

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Vybér 6388,983 11 580,8166 44,07513 7,17E-35 1,878388
Sloupce 60,60627 2 30,30314 2,299546 0,105196 3,080387
Interakce 454,5929 22 20,66331 1,568031 0,067771 1,641704
Dohromady 1423,211 108 13,17788

Celkem 8327,392 143

Z uvedené hodnoty P (Sloupce) = 0,105 v Tabulce 8 je patrné, Ze mezi vybranymi padami

existuje nizka korelace a trendy jsou si velmi malo podobné.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo uréeni vztahu mezi Uéinkem penkonazolu na
enzymatickou aktivitu v padé a jeho pfidanym mnoZstvim. Dale se jednalo o zhodnoceni
vlivu délky inkubace na zmény aktivity pldnich enzym(, a nakonec o vyhodnoceni vlivu
odlisSnych vlastnosti pld rGznych stanovist na zmény enzymatické aktivity zplsobené

pfitomnosti fungicidni latky.

Ze ziskanych vysledkl provedenych experimentu si Ize udélat predstavu o tom, jak
muzZe pfitomnost fungicidl ovliviiovat aktivitu vybranych enzym( puadniho prostiedi.
U prevainé vétsiny vsech pripadl doslo po pfidavku roztoku penkonazolu k inhibici aktivity
enzymO v nékolika prvnich tydnech, ¢imzZ se potvrdila hypotéza schopnosti penkonazolu

negativné ovliviiovat padni enzymatickou aktivitu.

Padni inkubacni experiment, jak uZz bylo popsano, mél za ukol béhem 4 tydnu
sledovat zmény v enzymatické aktivité po vystaveni 3 koncentracim penkonazolu (0, 2 a 10
mg/kg). Metody pouZivané pro stanoveni aktivity dehydrogenazy a ureazy jsou uvedeny
v kapitole 4.2 a 4.3 diplomové prace. Imfeld & Vuilleumier (2012) uvadi, Ze miZeme
mérenim nékolika relativné specifickych enzym( dosdhnout presnéjsich vysledkd pro
vystaveni mikrobidlnich spolecenstev pesticidnim latkdm. Podle Kumar et al. (2013) a dalSich
autorl je vSak nami pouZzitd kolorimetrickd metoda pro stanoveni aktivity dehydrogenazy s
pouzitim TTC oznacovana za nevhodnou, kvlli svym S3Spatné prlkaznym vysledkim.
V sou€asné dobé se jako metoda pro stanoveni inhibice stdle vice uplatiuje analyza
fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA), kterd je sice znacné instrumentacné i casové
narocna, ale realtivné presné mapuje vyskyt mikrobidlnich spole¢enstev. Tuto metodu ve
svém vyzkumu poutzili napft. Podio et al. (2008) a dosli k zavéru, Ze vyraznéjsi zmény v puadni
mikrobialni biomase byly prikazné pozorovany az pfi vyssich davkach pouzitych fungicid
(carbedazimu a chlorothalonilu). Jako metodu monitoringu fungicidd v padé poufzili Pose-
Juan et al. (2010) filtraci pres rGzné materialy a dal$i postupy pro stanoveni zachyceni a
rozlozeni penkonazolu vrlznych slozkach sdetekci vysokotlakou kapalinovou
chromatografii. Diky tomu zjistili, Ze se na pevnou fazi pldni matrice sorbuje az 70 %

z celkového obsahu penkonazolu v emulzi WOEP. Gondar et al. (2013) ve své praci popisuje
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adsorpci penkonazolu na plidni organickou hmotu, ktera je zaroven ovlivnéna pudni reakci.
PFi pH mensim neZ 5 byla posilena hydrofobni povaha organické hmoty a adsorpce pesticidU
byla také zesilena. Pose-Juan et al. (2010) uvadi rozdily v adsorpci penkonazolu technického
a v komercéni emulzi voda-olej (WOEP). Podle vysledkd méla emulze WOEP nejvyssi afinitu na
pady svysokym obsahem médi a zaroven organické hmoty. Jako jeden z dlleZitych
poznatkl, ktery pusobi na mikroorganismy, pfidava Sutowicz et al. (2016) také to, jak se
surCitou pldou hospodafi. Ve své praci zamérené na ovocné sady s mnoholetym
aplikovanim fungicidu (tetraconazol) poukazuje na snizenou diverzitu pfitomnych pldnich
spoleCenstev a také na vétsi zranitelnost vicéi nové pouzZivanym fungiciddm v porovnani

s loukami, kde pesticidy vyuzivany nebyly.

PUda stanovisté Humpolec (viz Graf 1 a Graf 4) je typem hlinité kambizemé s nizkymi
c¢astic jilu, suSiny a pldni organické hmoty. V takto kyselém prostiedi, a predevsim diky
nizkému podilu jilovych ¢astic jako ma plda ze stanovisté Humpolec lze vidét, Zze byl
s nejvétsi pravdépodobnosti fungicid vice mobilni a v disledku toho tedy mél potencialné
vySSi toxicitu v prostredi. U nizSich ddvek pouzitého fungicidu pak pravdépodobné doslo
k rychlejsi degradaci a diky tomu se enzymatickd aktivita mikroorganism( v pudé zlepSila. U
nékterych kontaktnich fungicidli, jak popisuje Cremlyn (1989), je kratsi interval ochrany
cilovych rostlin pfedevsim diky rychlejsi degradaci nékterou z pfirodnich sloZzek. Jak uvadi
Angioni et al. (2003), tak byly predevsim nasledkem fotodegradace snizovany hodnoty
pfitomnych triazolG. V naSem vyzkumu provddéném za mensiho pfistupu svétla byl u
nejvyssi davky penkonazolu nasledek viditelnéjsi a ani po 3 tydnech nedoslo v ptidé k Uplné

degradaci.

Stanovisté Podébrady (viz Graf 2 a Graf 5) je pldnim typem piscitohlinita fluvisol se
slabé kyselou hodnotou pH. Pozorovatelny je zde vyssi podil ¢astic pisku, zaroven nejvyssi
podil susiny ze vSech uvedenych pld, a proto velmi nizka vodozadrzna kapacita. Jeji mnozstvi
oxidovatelného uhliku je povazovano za malé, avsak neni nejmensi ze sledovanych pad.
Hodnoty kontroly u dehydrogenazy témér kopirovaly kfivky obou koncentraci fungicidni
latky v plidé. Zde tedy nebyla inhibice rozeznatelnd, ale jak uvadi Howell et al. (2014), tak

mulzZeme u nékterych pesticidli i fungicidl sledovat vedlejsi podporu rlistu mikroorganismd,
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avsak jiné druhy mohou mit pfi pouZiti béznych normalizovanych hodnot tlumici nebo

nulové ucinky

U puady stanovisté Suchdol (viz Graf 3 a Graf 6) byl v kapitole 4.1 stanoven typ
jilovitohlinité cernozemé, kterd ma okolo 60 % jilovitych Castic, coz ji fadi mezi pady tézké.
kationtovd vyménna kapacita, mnozstvi puadni organické hmoty a ze vSech pUd nejvyssi
vodozadrzna kapacita, mize mit vyznamny vliv na sorpci ¢i degradaci xenobiotik v pldé a tim
i na ¢innost mikroorganismu. Zrejmé kv(li svym vlastnostem, a predevsim vysokému obsahu
jilovych ¢astic byla inhibice u obou stanovovanych enzym( v této padé zpocatku velmi nizka.
Az po 3. tydnu inkubace a pravdépodobném postupném uvolnéni penkonazolu z matrice se
mira aktivity zacala sniZzovat. Podobné Rodriguez-Cruz et al. (2008) ve své praci uvadi rizné
druhy upravenych jilovych ¢astic, na kterych zkouSeli sorpci dvou fungicid(. ZvIasté u
penkonazolu popisovali zvysSenou adsorpci na jejich upraveny jilovy material a odkazovali na
svoji druhou praci (Rodriguez-Cruz et al. 2006) s tim vysledkem, Ze by se nékteré z nich daly

dokonce vyuZit jako bariéry pro omezeni mobility nékterych pesticidd.

Problematika vyuZiti pesticidnich latek a jejich vlivu na mikrobidlni ¢i enzymatickou
aktivitu v pudach je stale vice zkoumana. Z tohoto dlivodu je potfeba pouzivat spravné
jednotné a standardizované metody, aby byly jednotlivé vyzkumy dobre reprodukovatelné a
omezilo se tak castym nedorozuménim a nestejnym interpretacim pokusli mezi

laboratoremi.
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[ Zavér

Tato diplomova prace shrnuje vliv rGznych koncentraci penkonazolu a ¢asu na
zvolené enzymatické aktivity skupin pldnich mikroorganismd. Pro potfeby spravného
hodnoceni aktivity enzym( dehydrogenazy a uredzy byly zpracovany v praci jednotlivé
kapitoly s tim souvisejici.

Pro zhodnoceni jednotlivych hypotéz byly vytvoreny a realizovany inkubacni pokusy
plGd odlisnych typl (Humpolec, Podébrady a Suchdol) s pfidavkem 3 rdznych koncentraci
penkonazolu po dobu 7, 14, 21 a 28 dni. PfisluSnymi metodami byly stanoveny hodnoty

aktivit dehydrogendzy a ureazy.

Hypotéza ¢. 1 predpokladajici, Ze zvysenim mnozstvi fungicidni latky (penkonazolu) se v plidé
negativné ovlivni enzymaticka aktivita byla c¢astecné potvrzena, a to pouze u enzymu
dehydrogenazy, protoze hodnoty jeji aktivity oproti ureaze u vSech tfi pad v prvnich tydnech
klesaly, a to predevsim u pld se snizenym pH. V idedlnim pfipadé by byl fungicid béhem této
doby degradovan a aktivita mikroorganismu by se vratila do plvodnich hodnot.

Hypotéza ¢. 2, kterd uvadéla, Ze se vliv fungicidu na enzymatickou aktivitu bude mezi
raznymi ptidami lisit se potvrdila, kdy predevsim u sorpce a mobility byl pozorovan rozdil.
Hypotéza ¢. 3, kterd predpokladala, Ze se bude enzymaticka aktivita pady ménit v Case,
s ohledem na degradaci fungicidu byla také potvrzena, coZ je moiné pozorovat na

jednotlivych trendech kazdé z hodnocenych aktivit enzyma.

Urcité trendy byly u aktivity uredzy a dehydrogenazy pozorovany, avsak pro presnéjsi
statistickd vyhodnoceni bych doporudil pfidat vice opakovani jednotlivych variant idedlné
alespon 5 opakovani celkem. Pro lepsi aproximaci vysledkd bych doporudil vice odlisSnych
plGdnich typl. Oboje ovSsem predstavuje mnohem vétsi casovou (i financni) zatéz, ktera by
byla neimérna tomuto pilotnimu vyzkumu. Vyzkum by bylo zaroven vhodné pro srovnani
rozsifit o nékterou z metod stanoveni jednotlivych kolonii padnich mikroorganismd, jako je
stanoveni mastnych kyselin, fetézcl nukleovych kyselin apod. Toto vsak jiz predstavuje i

znacnou odbornost a ndkladnou instrumentaci.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Cox = oxidovatelny uhlik

CHMI = Cesky hydrometeorologicky Ustav

DHA = dehydrogenazova aktivita

DMI = demethylacni inhibitory

PLFA = analyza fosfolipidovych mastnych kyselin
TTC = trifenyltetrazolium-chlorid

TPF = trifenylformazan

WHC = vodozadrina kapacita

WHO = Svétova zdravotnicka organizace

WOEP = emulze voda-olej
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