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OxiTop v méreni pudni respirace

Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na provéfeni vlivu doby skladovani na hodnoty
respiraCni aktivity pudnich mikroorganisml. Navazuje na bakalafskou praci
,Moznosti vyuZiti pfistroje OxiTop pro méfeni pudni respirace” a rozSifuje metodiku
pro praci s mérici soustavou OxiTop® OC. Na otazku vhodnosti skladovani vzorku
pudy po odbéru neni jednotny nazor ani v ramci metodik sledujicich stejny cil, proto
by tato prace mohla nastinit odpovéd na tento rozpor.

Vliv skladovani je testovan na méfeni respiracni aktivity deseti vzorkl odebranych na
jednom stanovisti v pribéhu let 2012 a 2013. Kazdy z téchto vzorkd byl rozdélen na
dvé partie, z nichZz kazda proSla totozZnym procesem homogenizace. Prvni z variant
byla ihned po homogenizaci uréena k méfeni a druha varianta byla skladovana po
dobu tfi az péti tydnl v temnu v uzavieném kontejneru pfi teploté 4 'C a nasledné s ni
bylo zahajeno shodné méfeni jako s prvni variantou. Kazda z téchto variant byla
zalozena ve tfech opakovanich a dvou podvariantach: prvni byla obohacena o Zivny
roztok D-glukdzy, jako podvarianta stanovujici substratem indukovanou respiraci;
druha podvarianta (rovnéz tfi opakovani), reflektujici respiraci basalni, byla pouze
ovlhéena demineralizovanou vodou.

Vzorky pudy byly odebrany z dlouhodobého pokusu Katedry agroenvironmentalni
chemie a vyzivy rostlin Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské
zemédélské univerzity v Praze na Skolnim demonstraénim a pokusném pozemku a

to z kontrolni varianty pSenice seté ozimé (Triticum aestivum).

Klicova slova: padni mikroorganismy, ptdni respirace, OxiTop, skladovani pudnich

vzorkU
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Summary

The aim of this diploma thesis is to examine how the microbial soil respiration is
influenced by time of sample storage. It is a continuation and extend of my bachelor
thesis aimed on start-up of new soil respirometric apparatus OxiTop® OC, it's proper

set-up for practical experiments and creating methodology.

Influence of sample storage was tested by measuring of respiration activity of ten
samples collected over the years 2012 and 2013 at one particular stand. Each of
those samples was divided into two lots who goes thru the exactly same process of
homogenization. Measurement of one lot was commenced right after the
homogenization, so there is no storing time. The second one was stored for a period
of three to five weeks in dark closed container at 4C and afterwards the
measurement of this one was also started. Both of those variants is set up in three
repetitions with adding the nutrient solution of D-glucose for determination of
substrate induced respiration and in three repetitions with adding just demineralised

water for determination of basal respiration.

Soil samples were taken out of the long-term experimental field managed by KAVR
FAPPZ CZU of the control variant with growth of Triticum aestivum, that has place on

school experimental field.

Key words: soil microorganisms, soil respiration, OxiTop, soil sample storing
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1. Uvod

SpolecCenstvo pudnich mikroorganismd hraje kliCovou roli v kolobéhu prvku a
v zemédélstvi je to jeden z faktorl ovliviiujicich udrzitelnost pudni Urodnosti.
Klicovou roli nehraje jen celkova mikrobialni biomasa jako takova, ale je tfeba
rozliSovat mezi jednotlivymi druhy, jejich pomérnym zastoupeni Ci stadiu Zivota,
ve kterém se nachazeji. Plidni mikrobiologie je obor tak Siroky, ze se muzeme
domnivat, ze jeho podstatna Cast jeSté nebyla popsana. K poznani této oblasti
védy vede cesta pFfes soustavnou experimentalni cinnost, jejiz nezbytnou
soucasti je i zefektivnéni krok(l a sestavovani metodik pro mikrobiologické
analyzy.

Cilem této prace je hloubéji prozkoumat novy pohled na stanoveni pudni
respirace, ktera je kliCovou a exaktni moznosti jak stanovit miru mikrobialni
aktivity, a to jak aktualni - basalni, tak potencialni — substratem indukované.
Metoda méfeni pudni respirace pomoci pristroje OxiTop® OC, kterou byly pokusy
provedeny, neni jedinou moznosti, jak tuto aktivitu exaktné méfit, ale v praxi neni
jesté zcela obvyklou a pravé proto by tato prace mohla byt pro obor pfinosem.
Provérfeni a praktické pouziti, bylo provedeno na zkoumani vlivu skladovani na
respiraCni aktivitu pidnich vzorkd. Pravé pohled na otazku potieby, vhodnosti a
zpusobu skladovani pudnich vzorkl pro mikrobialni analyzy neni napfi¢
metodikami jednotny a proto bylo jako médium této diplomové prace zvoleno

prave toto téma.
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2. Cile prace a hypotézy

2.1. Cile prace

Ovéfit do jaké miry skladovani padnich vzorku ovliviiuje intenzitu mikrobialni

respirace.

Provéfit respiracni aktivitu pidnich vzorkl pfistrojem OxiTop® OC a rozSifit metodiku

pro praci s nim.

2.2. Hypotézy

Intenzita padni respirace maze byt ovlivnéna v zavislosti na dobé skladovani vzorku.

Termin odbéru ma vliv na potfebu poodbérové stratifikace pudy.

10
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3. Literarni reserse

3.1. Diverzita mikroorganismu

3.1.1. Pavod mikroorganismu

Zemé je okolo 4,5 miliard let stara (England et al., 2007). Obecné pfijimana teorie o
vzniku zivota na zemi fika, Ze prvni zivot se na zemi objevil v dobé&, kdy se zemsky
povrch ochladil natolik, aby teploty umoznovaly existenci vody v kapalném stavu.
Tato faze nastala zhruba 500 miliont po vzniku Zemé&. Prvnimi Zivymi organismy byly
Archea, ktera byla svou stavbou velice srovnatelna s dnesSnimi prokaryotickymi
bakteriemi a Archei (Olson et al., 2013). Giri et al. (2005) ale tvrdi, Ze nékteré druhy
mohou byt evoluéné jesté mnohem starSi a ze jejich zivot mohl probihat jiz od
poCatku existence Zemé. Toto tvrzeni podpira tim, ze i dnes mlizeme najit
mikroorganismy, jejichz niku tvofi vrouci voda, pfipadné Ze existuji bakterie
(napfiklad Deinococcus radiodurans), které jsou schopné pfezit davky radioaktivniho
zareni 3000x vysSi, nez je letalni davka pro Clovéka. Navic uvadi, ze slunce v té
dobé vyzarovalo zhruba o tfetinu mensi energii nez dnes.

Diverzita nejen pudnich mikroorganismi ma mnohem delSi evolucni historii, nez,
jakykoli jiny druh a tak mély mnohem vice ¢asu k vytvofeni rGznych forem.
Mikroorganismy byly vystaveny a prezily daleko extrémnéjsi kataklyzmatické
podminky, nez které mohly provazet vyvoj vysSich rostlin a Zivo€ichl. Béhem
poslednich stovek miliénu let byly totiz podminky pro Zivot na Zemi, vyjma nékolika
obdobi zvySené vulkanické aktivity a kolizi s ostatnimi vesmirnymi télesy, velmi
stabilni a relativné klidné. Mikroorganismy béhem celé své evoluce prokazovaly
schopnost velice dobfe Celit obtiznym podminkam a postupné obsadily vesSkeré
ekologické niky na Zemi. Pomoci procesl probihajicich v souvislosti s jejich zivotnimi
projevy pretransformovaly na Zemi panujici podminky, z nichZ nékteré ucinily zemi
obyvatelnou pro ostatni zivoCiSné a rostlinné druhy, které se objevily mnohem
pozdéji (Giri et al., 2005).

3.1.2. Pavod uvolnovani kysliku
Na dobu pfed 2,5 az 2 miliardami let datujeme zasadni zménu zemské atmosféry.
V této dobé se v atmosféfe zacCina v nezanedbatelném mnozstvi objevovat kyslik,

coz bylo zpusobeno projevy mikrobialnich metabolickych procesu. Prestoze se jiz

11
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v této dobé nachazel kyslik v mnoha slou€eninach, volné v atmosfére doposud nebyl.
NejstarSi dlkazy o pfitomnosti volného kysliku v atmosféfe nam poskytuji pudy
s obsahem Zeleza, které se v nich nachazi voxidované formé. Jak muizZeme
usuzovat z fosilnich nalezd stromatolitt, oxidativni kyslik byl zfejmé produkovan
cyanobakteriemi. Cyanobakterie byly pravdépodobné hlavnim puUvodcem az
desetinového zastoupeni Kkysliku v zemské atmosféfe, coZz umoznilo rozvoj

organismu spotfebovavajicich kyslik (Wuebbles, 2013).

3.1.3. Pavod eukaryotnich mikroorganismdu

ProtoZze vétSina eukaryot je zavisla na pfitomnosti kysliku je mozné tvrdit, Ze
eukaryotni mikroorganismy jsou vyvojové mlads$i nez mikroorganismy prokaryontni a
to i pfes to, Zze néktefi zastupci tfidy protozoa jsou schopni zit v bezkyslikatém
prostfedi. Rasy se pravdépodobné objevuji jako dali vyvojova vétev cyanobakterii,
nebot jejich chloroplasty jsou odvozeny pravé od cyanobakterii. Stafi prvnich hub je
pravdépodobné v fadu nékolika stovek miliond let. Vzhledem k mnoha vyvojovym
podobnostem se ma za to, Ze houby se vyvijely na souSi soubézné s rostlinami a do
dnes uvazujeme houby jako pfevazné suchozemské organismy (Salyers et Witt,
2011)

3.2. Pudni mikroorganismy
Schloter et al. (2003) definuje mikrobialni biomasu v padé jako organismy Zzijici
v pudé, jejichz télesna schranka je zpravidla nedosahuje rozmérd pfes 10 um. Tato
fiSe zahrnuje bakterialni druhy, houby kvasinky, fasy a prvoky. Kazdy z téchto druht
zastava v pudé specifickou roli, vzajemné se doplfiuji a tvofi spolu jeden funkéni
celek.
Na zakladé molekularnich studii Ovreas et Torsvik (1998) usuzuji, ze 1 g pudy
obsahuje miliardu kusu bakterii zastupujicich vice nez 10.000 bakterialnich druha.
Vzhledem k tokim energie a pfenosu zivin v pudnich ekosystémech je
z mikrobiologického hlediska nejvétSi pozornost upfena na houby a bakterie (Burke
et al., 2012).
Schloter et al. (2003) jesté zdlraznuji fakt, Ze ptudni mikrobialni biomasa ma slozky

metabolicky aktivnich a metabolicky neaktivnich organismd a upozoriuje, Ze

12
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v mnoha metodikach stanoveni mikrobialni biomasy, =zejména nepfimych
biochemickych, neni tato skuteCnost reflektovana a vysledky méfeni tak mohou byt

v nékterych pfipadech zavadéjici.

3.2.1. Padni mikrobialni biomasa

Pddni mikrobialni biomasa jako Ziva soucast pudni organické hmoty tvofi necelych
5% z celkového mnozstvi pldni organické hmoty. V poméru K rostlindm vSak
zaujima velice vyznamnou pozici, nebot v ramci ekosystémul slouzi jako zdroj a
zasobarna okamzité pfistupnych zivin a u€astni se jejich pfemény. Kromé toho jsou
pudni mikroorganismy schopny mineralizace pesticidl, €i jinych xenobiotickych i
rostlinami v mykorhitickém vztahu a pusobi jako biologicka ochrana proti rostlinnym
patogenim, maji pudotvorny charakter a podileji se tvorbé pUdnich agregatu
(Haeryong et al., 2008).

Celé spektrum mikroorganismu v pudé ma schopnost degradovat organicky material.
Celkové projevy jejich metabolickych procest podavaji informace o homogenité
pudni populace jako celku, ale neinformuji o jednotlivych populacich. Stanoveni
celkového mnozstvi mikrobialni biomasy tak nereflektuje rozdily mezi metabolicky
aktivni, neaktivni a odumrelou slozkou mikrobialni biomasy. Zaroven je dllezité brat
v potaz celkové pocty jednotlivych organisml s ohledem na jejich velikost a rychlost
metabolismu, nebot’ jedna bakterie pfispéje k celkovému metabolismu pudy naprosto
jinym zpUsobem, nez jedno télo padni houby. Z téchto udaji je pak vhodné vychazet

pfi stanovovani celkové aktivity ptidy a pfi zpracovani vysledkl (Silvana et al., 2004).

3.3. Faktory ovliviujici variabilitu padnich mikroorganismu
Casova a prostorova variabilita mikrobialnich spoledenstev a jejich parametra je

zpusobovana nejriiznéjSimi podnéty a procesy probihajicimi v daném prostredi.

3.3.1. Obsah zivin v pudé
Obsah zivin v pldé je limitujicim faktorem produktivity terestridlnich systému a
mikrobialni biomasa tak zasadné koreluje s podilem organické hmoty v pudeé.
ZvySenim pfisunu hydrolyzovatelného uhliku dosahneme u vétSiny pad rapidniho

13
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ristu mikrobialni aktivity a nasledné i mikrobialni biomasy. Pokud dojte ke zvySeni
pfisunu obtiznéji mineralizovatelnych forem uhliku, napfiklad ve formé ligninu, je
sledovat pfi zvySeném odbéru uhliku béhem ristu rostlin, nebo pfi dlouhodobém
zamezeni jeho pfisunu (Kramer et Gleixner, 2006) Obdobny proces muzZe nastat i pfi
dlouhodobégjSim skladovani pudnich vzorkd, kdy dochazi k vyCerpani substratu
(Forster, 1995). Wardle et Parkinson (1992) pak zkoumali zménu projeva mikrobialni
biomasy v souvislosti se zménami pfisunu dusiku a konstatovali, Zze jeho vliv je vzdy
odvozen od pomérného obsahu uhliku a dusiku a dale zalezi na tom, jestli a jaké
mnozstvi je jiz imobilizovano mikrobialni biomasou. Pravé pomér substratového a
mikrobialniho uhliku je pak ur€ujicim pro zménu vlivu obohaceni substratu o dusik.
Na pfisun mineralniho dusiku reaguji pudni mikroorganismy razné. Podle Starkové et
al. (2008) jsou studie zaméfené na tuto problematiku ve znacném rozporu. VétSina z
nich poukazuje na velmi maly efekt a jsou znamy i pfipady, kdy po dodani
mineralniho dusiku doslo k ubytku mikrobialni biomasy.

Mnozstvi mikrobialni biomasy ziejmé& nekoreluje s obsahem plddniho mineralniho
dusiku. Lze tedy pfedpokladat, Zze prostorové a ¢asoveé kolisani jeho obsahu nepatfi
k podstatné limitujicim faktorim, jez by mély vliv na regulaci velikosti populace a
aktivitu mikrobialni biomasy. Pokud dojde souCasné k obohaceni substratu o uhlik a
dusik organickym hnojenim, dojde ke stimulaci mikrobialni biomasy a tedy k
pozitivnimu pfirdstku mikrobialni biomasy (Stark et al., 2008).

Kromé zmén v obsahu uhliku a dusiku, maji na mikrobialni spole€enstva vliv i ostatni
ziviny obsazené v mineralnich hnojivech. Pro jednotliva komeréni pramyslova hnojiva
neni takovyto vliv stanovovan. Vliv jednotlivych prvkl je obtizné generalizovatelny,
nebot' zalezi na konkrétnich podminkach daného stanovisté, zastoupeni jednotlivych
zivin, vychozi struktufe mikrobialniho spoleCenstva i vzajemnych pomérech
jednotlivych Zivin (Denef, 2003).

3.3.2. Vliv hospodafreni
Zajimavym fenoménem je vliv zmény systému hospodareni na strukturu ptdniho
mikrobialniho spoleenstva. Ovreas et Torsvik (1998) ve své studii sledovali vliv
hospodareni se systémem pouziti mineralnich hnojiv a vliv hospodareni za pouziti

humusotvornych organickych hnojiv na mikrobialni diverzitu a strukturu padniho
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spoleCenstva vramci jednoho pozemku. Na obou pozemcich byly statisticky
neprikazné rozdily v celkovém mnozstvi mikrobialni biomasy, ale na pudach
hnojenych organicky byla prokazana vétSi rozmanitost druhd puadnich
mikroorganism.

Vyznam organické hmoty pro narist poctu pidnich mikroorganisma je patrny i z
vertikalniho rozmisténi mikrobialni biomasy. Coz mlze byt patrné pfi experimentech
zamérenych na rozdily jejiho obsahu mezi oranou zemédélskou pudou a pozemcich,
na kterych je dlouhodobé aplikovana minimalizaCni technologie. Na minimalizacné
obhospodafovanych pozemcich je vétSina mikrobialni biomasy v povrchovych
horizontech, kde zUstavaji poskliziové zbytky, a u oranych pozemkul je mikrobialni
biomasa rovnomérné rozlozena v celé hloubce kultivované ¢€asti profilu. Podobna je
situace s distribuci uhliku imobilizovaného v mikrobialni biomase. Proto by méreni
mikrobialni biomasy mohla byt vhodnym indikatorem kvalitativnich zmén
zpusobenych orbou (Stromberger et al., 2007). Také Cerstvé zornéna nebo jinym
zpusobem zkultivovana puda, jejiz vrstvy byly promiseny a provzdusnény, je
vzhledem k zvySené aeraci obvykle doprovazena narustem mikrobialni biomasy
(Denef, 2003).

3.3.3. Vliv plodiny
V okoli kofenové soustavy se zpravidla nachazi vétsi mnozstvi snadno dostupnych
forem uhliku a dusiku. Proto je vliv rostlinného pokryvu pro mikrobialni biomasu
zpravidla stimulaéni, coz je zpusobeno tokem pUdniho roztoku smérem ke kofenim
biomasy v blizkosti kofent (Wardle et Parkinson, 1992). Mnozstvi mikrobialni
biomasy je obvykle vy$Si u meristematickych Casti pletiv Casti kofenl a naopak
vyrazna redukce je patrna s rostoucim stafim kofend, kde je pozorovatelny ubytek
kofenového vlaSeni. Fakt, Ze v kofenové zéné rostlin je pozorovatelny zvySeny
obsah mikrobialni biomasy znaci, ze substraty uvolfované rhizosférou jsou pro pudni
mikroorganismy snadnégji vyuzitelné. Zemédélska orna puda je proto za urcitych
podminek z hlediska pocetnosti populace pudnich mikroorganismi teoreticky
vyhodnéjSim stanovistém, nez charakterem podobné pozemky dlouhodobé
neobhospodafované nebo pozemky s trvalou rostlinnou kulturou (Denef, 2003).

Vyvoj a zména rostlinného spoleCenstva jsou tak spojeny s vyvojem a zménami

15



OxiTop v méfeni pudni respirace

mikrobialni biomasy, ktera béhem rychlé sukcese zpuUsobuje silné konkurenéni
vztahy a limituje dostupnost zakladnich Zivin pro padni mikroorganismy, zejména pak
fosforu. Sukcese mikrobialni biomasy koreluje pozitivné i negativné se sukcesi rostlin
a zménami v rozvrstveni puadni organické hmoty (Schipper et al., 2001). Rozdilna
rychlost rustu libovolného rostlinného materialu, pfipadné rychlost zapojeni porostu
na pudach s obdobnym charakterem obvykle odpovidajicim zpUsobem zapficini i
rozdily v hladiné mikrobialni biomasy a tak je ovlivnéna i kvalita a mnozstvi organické
hmoty vracené zpét do pudy. Mikrobialni biomasa se zda byt pocetnéjsi a tim je
pomér biologicky vazaného uhliku k celkovému mnozZstvi organického uhliku v pidé
uzsi za principu hospodafeni s rozmanitym osevnim postupem oproti
monokulturnimu systému, nebot se zde pravdépodobné odrazi vétsi diverzita lokalit
zasobenych SirSim spektrem rezidualnich latek (Fierer et al., 2010). Pady, na kterych
jsou intenzivné péstovany kulturni plodiny, shodné vykazuji nizSi hladiny mikrobialni
biomasy nez co do charakteru pady srovnatelné louky a pastviny, ale méné biomasy

nez srovnatelné plochy pfirozené vegetace (Sarathchandra et al., 2001).

3.3.4. Vliv sezény

Reakce pudnich mikroorganismi na zmény v ramci sezény zpusobuje fluktuaci
mikroorganismu, jez jsou nasledné zodpovédné za dostupnost Zivin a potazmo i
vyzivu rostlin jako takovou. Sezdonnost muze ovlivhiovat mikrobialni biomasu pfimo,
vyvolanim reakce na pudni vihkost a teplotu okoli, pfipadné nepfimo, tim, Ze dochazi
ke zménam v produktivité rostlin (Denef, 2003). Smith et al. (2001) sledovali
spoleCenstvi puadnich bakterii v porostu pSenice ozimé (Triticum aestivum) na
pokusném pozemku v Nizozemi. Z vysledkl vyplyva, Zze az na vyjimky se
pozorovatelna diverzita zvySuje smérem k létu pfimo umérné narustu teplot.

Reakce mikroorganismu na sezénu je vysSi v polarnim a subpolarnim prostredi, coz
je pravdépodobné zplUsobeno rychlym pfechodem mezi zimou a podminkami, za
kterych se béhem letniho &i jarniho voda vyskytuje v kapalném skupenstvi a nutnosti
mikrobialniho spoleCenstva na tuto skuteCnost okamzité reagovat, tak aby bylo
maximalné vyuzito potencialu nastalé situace. Reakce na pfichod zimniho obdobi je
opét pomérné rychla a razantni, béhem arktické zimy dochazi k poklesu aktivity na
absolutni minimum (Sistla et Schimel, 2013). V podminkach ekosystému mirného

pasma, kde dochazi k odezvam na Ctyfi samostatné sezonni vlivy, jsou reakce
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komplikovanéjsi a ne vzdy jednoznacné. Napfiklad pokud dojde k pozitivhi odezvé
na zvySeni pudni vlhkosti, mize zaroven nastat negativni odezva na zavodnéni
pudy. Veskrze pozitivni odezva co se aktivity tyCe, byva na zvysSeni teploty, se kterou
zpravidla souvisi i zvySeni rustu kofenové hmoty. Sezénni faktory se vzajemné
prolinaji a dotvafeji limitujici prostfedi pro reakci pudnich mikroorganismu. Vzdy
samozfejmé zalezi na druhové skladbé a charakteristickych pudnich podminkach.
Fluktuace mikrobialni biomasy mezi jednotlivymi sezénami je nejvyraznéjsi
v podminkach teplého klimatu, pfestoZe jsou zmény v projevu jiné sezoény objektivné
nejméné patrné, z ¢ehoz Ize usuzovat, Ze pravé sezénni cyklus je hlavni pficinou
fluktuace, ktera miaze byt extrémné prudka i za velmi malo kolisavych podminek

(Hannamaria et Sarjala, 2004).

3.3.5. Vliv vlihkosti

Mnozstvi plUdni mikrobialni biomasy klesa s ubytkem pudni vlhkosti, ale pfi
opétovném ovih€eni ma znaCné regeneracni potencial. Doba potifebna
k zdvojnasobeni mikrobialni populace mlize byt za optimalnich podminek v pfipadé
bakterii jen nékolik hodin. Pudni mikromycety reaguji vzhledem k pomalejsi
reprodukci v fadu nékolika dnl. Dulezité jsou vSak i ostatni limitujici faktory a tak
napfiklad na pudach s omezenou dostupnosti zivin nemusi byt reakce na ovlhéeni
pozorovatelna (Hannamaria et Sarjala, 2004). Pozitivni reakce mezi vlhkosti a
mikrobialni biomasou vSak nemusi byt obecné platné, nebot’ v pfipadé zejména
borealnich podminek mulze soucasné dojit k vétSimu vyskytu mikrovornich
organisml (Huhta et al.,, 1998), pfipadné muze béhem suchého obdobi dojit ke
stimulaci rastu druhd tolerujicich sucho a tyto druhy pak vytvari konkurencni tlaky na
potencialni novou populaci. Butenschoen et al. (2011) uvadi, ze opétovné ovihéeni
vyschlé pludy muze vyvolat negativni reakci mikrobialni biomasy skrze stres vyvolany
zmeénou osmotického tlaku, avSak zdlrazriuje nutnost determinovat pavodce reakce,
protoze zménu osmotického tlaku mize vyvolat i zména salinity ptdy.

Soucasti mikrobialni biomasy je i spektrum druht schopnych reagovat na extrémni
zavlh&eni nebo naopak extrémni sucho, nebot se ¢ast takového spoleCenstva mize
nachazet v dormantnim stadiu a tak sucho negativné ovlivni pouze vegetativni sloZku
populace, pfipadné se aktivni mikrobialni slozka postupnym nastupem suchych

podminek pfetransformuje na dormantni. Takovato rezistentnéjSi spoleCenstva
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obvykle nachazime v oblastech, kde dochazi k ¢astym nebo radikalnim zménam
hodnot pudni vihkosti (Stolpovsky et al., 2011).

Odolnost padnich mikroorganismu vuci vysychani je také vys$Si v podminkach, kde je
dostatek organického uhliku. Suché podminky soucasné negativné ovliviuji
dostupnost Zivin a to jak pro rostliny, tak pro mikroorganismy, z ¢ehoz lze usuzovat,
Ze mikroorganismy schopné snaset sucho maji i vy8Si odolnost proti
dlouhodobé&jSimu nedostatku potfebnych Zivin v pfijatelné formé (Hannamaria et
Sarjala, 2004).

3.3.6. Vliv teploty
Teplota plady je v uzké souvislosti s pidni vihkosti a obdobné ovliviiuje pudni
mikrobialni biomasu. Vlivem zvySovani teploty dochazi i aktivnéj§im projevim Zivota
mikroorganismu, ale pokud teplota pfesahne mez 35°C, dochazi k odumirani. Pokud
dochazi k odumirani mikroorganismu v teplotach nepfesahujicich tuto hodnotu,
nebyva pfi€inou odumirani vliv teploty (Pierzynski et al., 2005).
PFi pfechodu na teploty pod ur€itou hranici maze v ramci mikrobialniho spole¢enstva
dochazet k vétsi imobilizaci dusiku a dalSich Zivin, konkrétni teplota pro konkrétni
spole€enstvo je zavisla na zastoupeni jednotlivych druhl, nebot kazdy druh ma jiné
teplotni optimum (Butenschoen et al. 2011).
Lze predpokladat, Ze pudni mikroorganismy z chladngjSich oblasti maji vy$Si
toleranci k nizkym teplotam nez ty z prostfedi teplejSiho. To Ize usuzovat napfiklad
z faktu, Ze vzorky zmrzlé pidy odebrané v arktickych oblastech vykazuji daleko vysSi
aktivitu pfi kultivaci v teplotach pod bodem mrazu, nez vzorky zmrzlé pidy odebrané
béhem zimni sezény v podminkach mirného podnebného pasu (Sistla et Schimel,
2013).
Mikroorganismy ze vzorkd puUdy odebiranych v extrémnich podminkach arktické
tundry severni Kanady projevovaly respiracni aktivitu i pfi zchlazeni na teplotu -10°C.
Cyklické zamrzani a rozmrzani pidy v jarnim obdobi muze ovlivnit uvolfiovani uhliku
z pldni biomasy a podnécovat tak i aktivitu pidnich mikroorganisma (Edwards et al.,
2006).
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3.3.7. Vliv pudniho pH

Mikrobialni biomasa je obvykle ovlivnéna hodnotami padniho pH tak, Ze s hodnotami
smérfujicimi k obéma krajnim hodnotam klesa jeji mnozstvi i diversita mikrobialniho
spoleCenstva. Tento jev koreluje i s rychlosti reakce pfitomnych mikroorganismud na
zmeény v pudnim prostfedi, coZ je mozné pozorovat na efektu vapnéni na extrémné
kyselych pudach, coz pozorovali napfiklad Aciego-Pietri et Brookes (2009). Se
stoupajici acidifikaci zemédélskych puad, jez muze byt zplsobena i pouhymi
rozkladnymi procesy rostlinnych zbytk(, pfi némz dochazi k uvolfiovani oxidu
sifiCitétho, muze dochazet k redukci objemu mikrobialni biomasy. Av8ak k vyraznym
zménam dochazi az pfi poklesech pudniho pH na 2 az 3. Rozdilna je i reakce na
rizné druhy kyselin, pfipadné na jednu kyselinu v rozdilnych podminkach. Variabilni
jsou napfiklad reakce na kyselinu dusi¢nou, ktera muze mit stimulaéni i inhibi¢ni
charakter (Denef, 2003).

3.3.8. Vliv padni struktury a textury
Textura je dUsledek souboru vlastnosti pudy jako je poérovitost, soudrznost pudnich
agregatl, vodopropustnost, provzdusnénost, pevnost ¢i chemicka a fyzikalni sorpéni
schopnost, které ur€uji charakter pady (Hillel, 1998). Jedno z moznych rozdéleni
druhl pad je dle Sarapatky (1996) podle zastoupeni zrnitostnich frakci mensich nez
0,01 mm:

Piscité 0-10 % castic mensich nez 0,01 mm (pudy lehké)
HlinitopiscCité 10-20 % c&astic menSich nez 0,01 mm (pudy lehké)
PiscCitohlinité 20-30 % ¢astic menSich nez 0,01 mm (pUldy stfedni)
Hlinité 3045 % castic mensich nez 0,01 mm (pudy stfedni)
Jilovitohlinité 45-60 % ¢astic mensich nez 0,01 mm (pady tézké)
Jilovité 60—75 % Castic menSich nez 0,01 mm (pUdy tézke)
Jil > 75 % Castic mensich nez 0,01 mm (pady tézké)

Tab. 1: Rozdéleni pudy podle procenta obsahu ¢astic mensich nez 0,01
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Z pohledu zemédélské praxe jsou pro vétSinu péstovanych plodin nejvhodnéjsi pady
hlinité, protoZze zpracovani neni energeticky pfiliS narocné, maji dobré fyzikalni,
mechanické i biochemické vlastnosti. Pady pisCité jsou nachylné k vysychani,
promyvu zivin i k erozi. Jilovité plidy jsou pak nepérovité, Spatné propoustéji vodu i
vzduch, jsou biochemicky malo aktivni a vyZaduji dusledné, na mechanizaci i energie
naroéné zpracovani (Sarapatka, 1996).

Poznani a porozuméni zplusobu ovlivnéni mikroorganismua charakteristikami pudy je
zakladnim predpokladem pro pochopeni miry vlivu na procesy, jako je amonifikace,
denitrifikace, biologicka fixace dusiku, kolobéh dusiku a uhliku, stabilita ptdni
struktury, biodegradace organickych polutantd, padotvornych procest apod.
Mikroorganismy v pudé Ziji v ekosystému, ktery je dominantné slozen z pevnych
Castic, jejichz mérny povrch je znacné velky. Koloidni frakce téchto Castic projevuji
permanentni schopnost na svém povrchu poskytovat Zzivotni prostor pudnim
mikroorganismum. Neobsazeny aktivni povrch puadnich €astic je vS8ak mnohonasobné
vétSi nez povrch, ktery je okupovan pudnimi mikroorganismy a ne vSechny pudni
mikroorganismy ziji na povrchu takovychto ¢astic (Chenu et Stotzky, 2002).

Interakce mezi mikroorganismy a pudnimi ¢asticemi mohou byt déleny na biologické,
mezi které fadime rlist a mnozeni bunék €i sekreci organickych sloucenin, jako jsou
enzymy a dalSi biopolymery a abiotické zahrnujici fyzikalni a fyzikalné chemické
interakce (Brady et Weil, 1996).

Interakce mezi pudnimi casticemi a mikroorganismy jsou ovliviiovany v obou
smérech. Pudni ¢astice napfiklad maji vliv na biologické projevy mikroorganismu tim,
Ze udrzuji charakteristiky po6rl, ve kterych mikroorganismy Zziji, absorbuji jejich
metabolity €i poskytuji Zivotni prostor mikrovorim. A naopak mikroorganismy maiji
schopnost modifikovat vzajemné postaveni pudnich &astic, agreguji je, degraduji

organické Castice €i napomahaji zvétravani (Chenu et Stotzky, 2002).

3.3.9. Vliv pesticidu
Rezidua pesticidi v pudé jsou vzdy zdrojem zmény mikrobialni aktivity (Pino et
Pefuela, 2011). Z bézné provadénych testd na mérfeni nitrifikace a Cerpani uhliku
zadné konkrétni zmény nebyvaji patrné, dle Jacobsena et Hjelmso (2014) je to
zpusobeno rychlou degradaci v sou€asnosti pouzivanych pesticidl. Jejich rezidua je

pak nutné sledovat na zakladé obtizné&ji mineralizovatelnych sloucenin, které byly
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soucasti u€innych, nebo pomocnych latek daného pesticidu nebo, jako to ve svém
pokusu ucinil napfiklad Yousaf et al. (2013), je mozné pozorovat vliv urCitého
pesticidu pomoci zmén v hodnotach respirace odebraného vzorku. Fungicidy uz svoji
podstatou pusobi na mikrobialni spoleenstva negativné, nebot’ vyrazné negativné
ovliviuji zastoupeni pudnich hub. V ramci celého spoleCenstva maji inhibi¢ni vliv na

nitrifikaci a amonifikaci (Cernohlavkova, 2009).

3.3.10. Vliv tézkych kovti

Vysoké koncentrace tézkych kovl pUsobi toxicky na rostliny ve vSech fazich vyvoje a
souCasné pusobi i na rust mikroorganismd, na které maji pomérné vyrazny vliv.
Projevy takové intoxikace jsou pak patrné zejména na pudnich houbach podilejicich
se na mykorhize. Méfeni mikrobialni biomasy proto byva casto pouzito jako
bioindikator zamoreni pldy téZkymi kovy. Pokud nedojde po znecisténi k disledné
dekontaminaci, tak muzZe byt snizeni obsahu mikrobialni biomasy patrné jesté nékolik
desitek let po kontaminaci. Pokud je v literatufe zmifovana toxicita kovl, ma se
obecné za to, Ze jde o antropogenni znecisténi nebo redistribuci toxickych kovu
v terestrialnim ekosystému. Zdrojem takového znecisténi mize byt spad, dést, Ci jina
kontaminovana voda, stejné tak jako zemédélska Cinnost, primysl ¢i odpady rizného
puvodu (Gadd, 2005). AvSak ne veskery obsah tézkych kovu v padach je zavinén
zneCisténim, protoze nékteré mate¢né horniny je pfirozené obsahuji (Giri et al.,
2005).

Kovy jsou v pldé ve formé volnych iontl, rozpusténych komplext, vyménnych
kovovych iontll, jako soucasti organickych sloucenin, nerozpustnych komplexu ve
formé oxidd ¢&i hydroxidu. Toxicita pro mikroorganismy je pak uréena jejich
pfijatelnosti, coz mize byt definovano jako schopnost transformace kovla z padni
Castice nebo roztoku do Zivého organismu. V zavislosti na aktualnich podminkach
muze toxicita ovlivnit témeéf kazdou mikrobialni aktivitu a i pfes to je fada
mikroorganismu0 schopna takové podminky prezit, nékteré druhy Uuspésné vzkvétaji a
jsou schopné adaptace Ci tolerance toxicity a proto se takovych mikroorganisma
hojné vyuziva k detoxikacnim ucelim (Gadd, 2005).
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3.4. Odbér vzorku

3.4.1. Principy vzorkovani ptudy v mikrobiologické analyze
Brady et Weil (2007) definuji paddu jako nezavisly pfirodni organismus s unikatni
strukturni stavbou ve vSech svych jednotlivych vrstvach od povrchu az k matecné
horniné. Plda je produktem biochemického zvétravani pudotvorného materialu a jeji
tvorba je ovlivnéna naslednymi padotvornymi faktory: klimatem, reliéfem krajiny,
mate¢ni horninou, rostlinami, pudnimi ZivoCichy a mikroorganismy v zavislosti na

case.

V Soil Survey Staff (2002) se pak mluvi o takzvaném pUtdnim télu, které si mizeme
predstavit jako jednotku, v jejimz ramci ma plda téméF shodné vlastnosti. Takové
pudni télo je pak tvofeno jednotkami nazyvanymi pendony, jez jsou pak v kazdém
jednotlivém pldnim téle, co se charakteru tyCe velice podobné. Pendon zpravidla
zaujima plochu 1-2 m? a je vertikalné ohrani¢en napfi¢ véemi ptdnimi horizonty az
do urovné matecni horniny. Jednotlivé pudni horizonty jsou pak rozliSeny na zakladé
rozdila v textufe, struktufe, permeabilité i biologické aktivité. Svrchni horizonty jsou
nazyvany epipendony, spodni jsou pak nazyvany subpendony. Ve sféfe epipendonu
probiha rast kofenl a je zde také nejvy$Si podil mikrobialni aktivity. Sféra
subpendonl je tak z hlediska mikrobiologické analyzy méné vyznamnou, avSak
vyznamné udava charakter sféfe epipendond, zejména pak ovliviiuji pudni aeraci a

perkolaci a tim i rGst a produkci rostlin.

Pfi odbéru vzorku je prakticky nemozné prfenést do laboratorniho prostfedi celé
pudni télo, a proto je tfeba vhodné zvolit systém odbérl, tak aby ho mohl vysledny
smésny vzorek reprezentovat. Zvlasté je tfeba vybrat mista odbéru, tak aby
v odebraném vzorku byly pro dané pudni télo typické obsahy pudni organické hmoty,
minerald, zivin, ¢i padni vihkosti.

Velikost smésného vzorku a pocet dilich vzork(l je pak odvozen zejména na

zakladé:

-homogenity zkoumané jednotky. Cim je homogenita niz8i, tim je vyssi

pravdépodobnost chybovosti v ramci pokusu.

-vzorkovaci metodé. Rozdilné zpUsoby odbéru generuji rozdilné mnozstvi odebrané

pudy a zaroven se vramci jednotlivych metodik odbéru odebira rizné mnozstvi
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dil¢ich vzorkl. Vzorky mohou byt v zavislosti na typu mechanizmu odbéru odebirany
pomoci ptdniho vrtaku, sondyrky, duté jehly, i lopatky. Pocet dilCich vzorkt pak ma
vliv na reprezentativnost smésného vzorku. Z ¢im vice, byt menSich vzorkl je
konecny vzorek, tim pak bude reprezentativnéji odpovidat pendonu ze kterého byl
odebran (Tan, 2005).

3.4.2. Mechanismy vzorkovani

3.4.2.1. Mélké vzorkovani
NEPORUSENE VZORKY - neporudenost vzorku spo&ivd vjeho maximalni
podobnosti se stavem pldy pred zapocetim vzorkovani. Vzorky jsou odebirany
zejména pomoci odbérného valecku, pfipadné jiného odbérného nastroje o urcitém
znamém objemu ktery je opatrné zasouvan do povrchové vrstvy pldy, nasleduje jeho
podfiznuti pomoci noze, a odebrani z ptdniho profilu. Pokud to padni struktura
dovoli a ucCel méfeni vyzaduje, vzorek se ofizne soubézné s ostfim odbérného
nastroje. NeporuSené pudni vzorky jsou odebirany pro ur€eni hmotnostnich a
objemovych pomérl pevnych, kapalnych a plynnych slozek pldy a dalSich

fyzikalnich vlastnosti pady (Hillel, 1998).

PORUSENE VZORKY — Odebirani porusenych plidnich vzorki je nejb&znéjsi praxi
napfi¢ obory, které pro své analyzy vyzaduji pudni vzorkovani. Existuje nékolik
moznosti odbéru, pficemz vybér nejvhodnéjSiho pro danou situaci vzdy zalezi na
konkrétnim uc€elu vzorkovani plidy. Vzorky jsou odebirany pomoci pUdnich vrtakd,
jehel, sondyrek, lopatek &i ry€a. V pfipadé pouziti lopatek &i ryCa je vzorek vykrojen
do tvaru pismene V do pozadované hloubky. Nasleduje vyfiznuti a vyzvednuti
centralni Casti vzorku. V pfipadé pouziti zafizeni na principu vrtaku je pak pfislusny
nastroj vpraven do patfiéné hloubky, ¢imz dojde k oddéleni vzorku od pudy a po jeho
vytaZeni je vzorek z nastroje odebran pro dalSi laboratorni analyzu (Carter et
Gregorich, 2008).

3.4.2.2. Hloubkové vzorkovani
Hloubkové vzorky jsou nejCastéji odebirany pomoci sondyrek, pudnich vrtaka,

lopatek, rycu &i pouzitim vykopovych metod. PFi pouziti metod, pfi kterych nastroj
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prochazi do potfebné hloubky pfes jednotlivé pudni horizonty, se vS§ak mize zvysit
moznost jejich prolnuti ¢i kontaminace, proto se pfi vétSich pozadavcich na Cistotu

vzorku Castéji vyuziva metod vykopovych (Tan, 2005).

3.4.2.3. Vzorkovani celého ptdniho profilu
Vzorky odebirané pres vSechny puadni horizonty napfi€¢ celym pudnim profilem slouzi
pro zjistovani fyzikalné-chemickych vlastnosti pudy ¢&i mineralogické analyzy,
kterézto poskytuji odpovédi na otazky tykajici se geneze pudy, morfologie, Ci
klasifikace pud. V ramci chemické analyzy slouzi ke zjiStovani pUdni urodnosti a
mikropedologickym potfebam (Tan, 2005). Unger et Kaspar (1994) zduraziuiji
potfebu tohoto zplsobu vzorkovani pfi popisu penetrace rostlinnych kofen(
jednotlivych pudnich horizontd, pfi€emz poukazuji na rozlicné chemické prostiedi
jednotlivych vrstev.
Pfi studiu pudotvornych procesu, morfologie a klasifikace jsou pak pro zjednoduseni
analyzy a interpretace vysledkl pouzivany srovnavaci vzorky, které reprezentuji
hlavni kategorie pudnich druhl a typl. Protoze se jednotlivé vlastnosti riznych typu
pad mohou vzajemné liSit zavisle na zpusobu jejich formovani, je tfeba jesté
rozliSovat kritéria, ktera pudotvorbu ovliviiuji (Ponomarenko, 2013). Tan (2003) proto
zohlednit:
-Klimosekvence, ktera muze reflektovat vysledky ovlivnéné zménami v klimatu
-Lithosekvence, ktera pfinasi informace o vlivu zmén v mate¢ni horniné di
geologickych formacich
-Biosekvence, ktera poukazuje na efekt rozdild péstovanych plodin, pfipadné
rozdilném vlivu typu kultury (lesni, luéni, zemé&délska,...) na pudé s podobnou
matecni horninou.
-Toposekvence, ktera poskytuje informace o vlivu zmén na topografii, pfipadné
krajinny raz.
-Chronosekvence, ktera sbira informace o Casovém efektu na formaci pidy.
Zaroven je tfeba poukazat na fakt, ze kazdé z téchto kritérii muze ovlivnit ty dalsi.
Jako pfiklad Tan (2003) uvadi to, Ze klimatické zmény maji obvykle signifikantni vliv

na zmeény ve vegetaci.
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3.4.3. Doba a termin vzorkovani

Pfesna vhodna doba odbéru vzorkd nebyva v odbérovych metodikach specifikovana.
Obecné plati, Ze je lepSi vzorky odebirat za podminek pro danou dobu typickych a
primérnych. Za teplych slunnych dnu to tak mize byt v dopolednich ¢i podvec€ernich
hodinach, kdy neni teplota a slunecni aktivita na maximu. V ramci ro¢niho cyklu
v mirném podnebném pasu je nejvhodnéjSim obdobim pro odbéry pro
mikrobiologické ucely doba od pozdniho jara do €asného podzimu. Neni vhodné a
nékdy ani mozné provadét odbéry v zimnim obdobi, kdy je pdda zmrzla a mikrobialni
aktivita je znacné omezena, nebo béhem a po destivém obdobi, kdy je pada do velké
miry nasycena vodou, ¢imz je omezena aktivita zejména aerobnich mikroorganismu
(Taok et al., 2007).

3.4.4. Mnozstvi a velikost odbéru ptdnich vzorki

Mnozstvi odebiranych vzork( je primarné zavislé na velikosti jednotlivého odbéru a
celkové potfeb& materialu pro konkrétni analyzu. Dale na heterogenité pudniho
prostfedi a pozadované presnosti méreni. V neposledni fadé je mnozstvi ovlivnéno
velikosti zkoumaného arealu, ¢asovou narocnosti zvoleného typu odbéru a finanéni
dotaci daného projektu. Pokud bude odebirano vétsi mnozstvi menSich vzorku, bude
dosazeno veétSi prfesnosti pfi odebrani stejného objemu zeminy, ale nasledna
pracnost pfi zpracovani v laboratofi zustava témérf neménna. Mezi témito faktory je
tfeba nalézt rovnovaznou miru, kde vétsSi vahu ma otazka dostatecného poctu
odebranych vzorkd vztazena k velikosti mozné chyby ve vysledku méfeni. Tan
(2005) navrhuje nejprve stanoveni miry akceptovatelné chyby a nasledny vypocet
poCtu potfebnych odbéri pro nahodné, systematické a stratifikované odbérové
schéma. Odvozeni vypoctu je v Pfiloze 2. této prace.

3.4.5. Uprava pred skladovanim
Dil¢i vzorky se promisi, po odbéru, nebo jesté v misté odbéru, se odstrani viditelné

¢asti padniho skeletu, rostlinné zbytky a Zivo€ichové. Nasledné se vzorek proseje
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obvykle pfes 2 mm sito. Nevyhodou prosivani muze byt, Ze s hrubsi ¢asti pfipravime

vzorek o mikroorganismy vazané na vétsi fragmenty pady (Ohlinger, 1996).

3.4.6. Uchovani vzorku

Pro skladovani vzorku neexistuji zadna obecné platna pravidla, nejvhodnéjsi je co
mozna nejvice omezit manipulaci, zajistit stabilni aeracni podminky a co nejdfive
vzorky ulozit ve tmé. Podstatou veSkerého zachazeni se vzorky je jejich udrzeni ve
stavu, ktery se charakteristikami a vlastnostmi co nejvice podoba pidé na puvodnim
stanovisti pfed zapocetim odbéru. Tan (2005) nedoporucCuje delSi dobu uchovavat
vzorky o puavodni vlhkosti, protoZze ve vihké pldé neustale dochazi k chemickym a
biochemickym procesum, které méni charakteristiku odebraného vzorku. Pro
dlouhodobé&jsi uchovani se doporuCuje vzorek pozvolné vysusSit, tak aby doSlo
postupnému utlumeni mikrobialnich projevl a nedoSlo k naruseni pudnich agregata.
V pfipadé kratkodobého skladovani se doporucuje uchovavat vzorek v teploté pod
10°C vtemnu z ddvodu prevence rustu fas. Pansu et al. (2001), ale tvrdi, ze
vysuSeni vzorku nevratné poskodi kontinuitu mikrobialnich pochodd. Uchovani
vzorku pfi puvodni vihkosti je vhodné pfi stanoveni vlastnosti, které by vysuseni
nenavratné zmeénilo nebo znemoznilo. Mezi takové patfi determinace pesticidnich
rezidui, dusikatych iontd ¢&i basalni a substratem indukované respirace. Pro
stanoveni mikrobialnich pochodl se €asto doporucuje zapodit analyzy v co nejkratsi
dobé po odbéru (Wutzler et al., 2012) nebo vzorek hloubkové zmrazit (Pansu et al.,
2001).

Neméné dulezité je precizni oznaceni vSech vzorki a uchovani oznaceni az do
vyhodnoceni méfeni a zaznamenani vSech potfebnych dopliujicich informaci o

podminkach a misté odbéru.

3.4.7. Vliv upravy a skladovani nékteré vlastnosti padniho vzorku

Béhem skladovani a pfipravy vzorku muze dochazet ke kontaminujici adsorpci plynu,
jako jsou oxidy siry, dusiku, Ci Cpavek z okoli. Pokud by vzorky mohly byt ve
skladovém prostoru vystaveny radioaktivhimu zafeni a analyzovany jev by tim mohl

byt ovlivnén, je tfeba zvolit odpovidajici ochranna opatfeni. Skladovy prostor by mél
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byt dobfe ventilovatelny, s nizkou relativni vihkosti a moznosti nastaveni potfebné
teploty. Pfi vhodném skladovani vysuSenych vzorkl je vétSina parametrd

pozorovatelna i po étyfech letech (Pansu et al., 2001).

Dle Tana (2005) dochazi béhem upravy a skladovani vzorkd ke zménam, které

mohou mit vliv na nasledné namérené hodnoty.

VLIV NA VLHKOST PUDNIHO VZORKU - Skladovani vysu$eného vzorku musi
probihat v hermeticky uzavieném obalu, protoze takovy vzorek je silné
hygroskopicky a nasakl by vzdusnou vihkost. Obdobné by mélo probihat skladovani
vzorku s plvodni vihkosti, nebot’ by mohlo dochazet k odvétrani ¢asti vihkosti, je také
vhodné zméfit vihkost vzorku pfed skladovanim a pfed analyzou, protoze béhem
skladovani mlze dojit k ubytku vihkosti vyparem, coz je patrné ze vzniku vodniho
kondenzatu na vnitfni strané skladovacich oball. Nehledé na vihkost skladovaného

vzorku je tfeba pocitat s ur€itou mirou chybovosti.

VLIV NA PUDNI pH - Vysou$eni obvykle snizuje hodnotu pH. Tento jev souvisi
s obsahem siry, ktera vlivem vysSich teplot snadnéji oxiduje. Ve vlhkych vzorcich
muUze oxid sifiCity reagovat s vodou za vzniku slabého roztoku kyseliny sirové, ktera

bude reagovat kysele a pH tak opét bude mit klesajici tendenci.

VLIV NA OBSAH PUDNIHO ORGANICKEHO UHLIKU - Na celkovy obsah
organického uhliku nema vliv pozvolné vysouSeni, ale pfi rychlém suseni pfi
vysokych teplotach, napfiklad v troub&, muze dojit k oxidaci organické hmoty za
vzniku oxidu uhliitého a zaroven k umrtveni ¢asti nebo vSech mikroorganisma, ¢imz
dojde ke zméné pomeéru uhliku vazaného v Zivych organismech k celkovému

organickému uhliku.

VLIV NA OBSAH DUSIKU - Na celkovy obsah dusiku bude mit Gprava a skladovani
pomérné maly vliv, ale bude dochazet ke zménam poméru mezi formami, ve kterych
se dusik bude vyskytovat. Vzrista obsah dusiku v nitratové formé na ukor formy
amonné, a to vlivem zvySovani teploty, nebot’ nitrifikacni mikroorganismy maji
obvykle pozitivni reakci na vysSi teploty, tak i v pribéhu €asu, kdy u vihkych vzorku
kdy dochazi k odparu vihkosti, na coz opét lépe reaguji nitrifikaéni mikroorganismy.

Opétovnou hydrataci dojde k opacnému jevu.
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3.5. Pudni respirace
Padni respirace je zivotnim projevem puUdnich mikroorganismi. Nejvétsi podil na
respiracnich parametrech pidy ma biomasa mikromycet a bakterii. Jejich vzajemny
pomér a podil na produkci oxidu uhli¢itého je jednim z faktorli hodnoceni kvality pud.
(Denef, 2003).

Zivot buné&k je zavisly na pfisunu energie, v pfipadé mikroorganismd na
pfeméné energeticky bohatych organickych latek na latky jednodusSi pomoci
redoxnich reakci zaloZzenych na pfenosu elektronu od donora k akceptoru. Respirace
je oxidaci organickych latek aerobnimi mikroorganismy, pfi které dochazi k pfijeti
elektronu za uvolnéni oxidu uhliittho a vody. Metabolické aktivity pUdnich
mikroorganismu tak mohou byt charakterizovany pomoci méreni produkce CO,, nebo
O,. V pribéhu respirace prochazi zdroj energie procesem glykolyzy a citratovym

cyklem az do elektronového respira¢niho fetézce (Nannipieri et al., 1990).

PFi méfeni pldni respirace je podle Pella et al. (2006) tfeba brat v potaz i dalSi zdroje
oxidu uhli¢itého, ktery mize byt béhem méfeni najiman. Mezi tyto procesy patfi
napfiklad uvolfovani oxidu uhli¢itého z uhli¢itanli, fermentace, respirace kofend
rostlin, které se na celkové produkci oxidu uhli¢itého podili 12 - 30 %. Pokud tak
chceme dospét k relevantnim vysledkim, musime celkové naméfené hodnoty
pomeérné snizit. Za respiraci musime povazovat i anaerobni procesy, pfi kterych jsou
napfiklad NOs,, Fe®* & S0,* vyuzity jako akceptory elektront a molekula kysliku

spotfebovavana jako tomu je pfi aerobni respiraci.

3.5.1. Basalni padni respirace (BR)
Basalni padni respirace je definovana jako respirace bez pfidani zivného substratu a
jeji méfeni byva samostatné pouzivano prevazné pro dlouhotrvajici pokusy, u nichz
se sleduje napfiklad stupen mineralizace nékterych latek, pfipadné pro kratkodobégjsi
pokusy, jejichz cilem je napfiklad stanoveni vlivu herbicidd na pudni mikrofiéru
(Schinner et al., 1996). Zdrojem energie je v tomto pfipadé zasoba Zivin v padé.

Hodnoty basalni respirace reflektuji mnozstvi a kvalitu zdroje uhliku. Méfeni basalni
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respirace je obvykle zpusobem zkoumani vlivu polutantd na mikrobialni biomasu
(Pell et al., 2006).

3.5.2. Substratem indukovana pudni respirace (SIR)
Substratem indukovana puadni respirace je reakci mikrobialni populace na pfidani
zivného substratu (ISO 16072, 2001). Po pfidani takového substratu do pudy dojde
k rychlému narastu mikrobialni populace a zvysSeni respiraCni aktivity. Tento narust
aktivity se nazyva ,Priming Efekt”. Projevy zvySené aktivity jsou pozorovatelné i po
vyCerpani vSech Zivin, které byly substratem dodany. V zavislosti na mnoZstvi
obohacené pldy a mnozstvi dodanych Zivin je pak pozorovatelny efekt opacny.
V pfirodé se podminky pro substratem indukovanou respiraci se pfirozené
nevyskytuji a mnozstvi dostupnych Zzivin dovoluje mikrobialnim spole¢enstvim utvofit
jen nékolik generaci do roka. NejCastéji pouzivanym zZivnym médiem pro méfeni SIR

je roztok glukézy (Langer et Rinklebe, 2011).

3.6. Mikroorganismy a kolobéh latek

3.6.1. Uhlik
Pida ma velké mnozstvi funkci a vétSina z nich je vyrazné ovlivnéna mnozstvim a
kvalitou pUdni organické hmoty. Tento faktor je zasadni pro diverzitu a
zivotaschopnost pldnich organismu, vyzivu rostlin, schopnost pudy poutat a udrzet
vodu, udrzet si strukturu Ci pro protierozni plsobeni. Tim je souCasné vyzdvizena
dulezitost padniho organického uhliku vzhledem k jeho globalnimu cyklu (Bernoux et
al., 2002).
Zmény v dynamice pohybu uhliku v pidé jsou uzce spojeny, nebo pfimo Ffizeny
mikrobialni aktivitou (Zhongkui et al., 2014).
V zasadé je pudni uhlik organického plavodu produktem aktivity autotrofnich
organismi — vy8Sich rostlin a autotrofnich mikroorganismu. Odumfely rostlinny
material a zbytky tél mikroorganismd jsou zaroven hlavnim zdrojem energie pro
pudni mikroorganismy. Organické zbytky jsou jimi mineralizovany, rozlozeny a
prodychany ve formé& oxidu uhliCitého nebo humifikovany (Kandele et al., 2005).
Rozklad pudni organické hmoty je dynamicky, postupny proces, ve kterém je Cerstvy
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material nejprve castecné rozlozen, pfiCemz dochazi k uvolhovani oxidu uhli¢itého a
dalSich anorganickych sloucenin. BEhem dalSich fazi dochazi k rozkladu organickych
sloucenin, jako jsou polysacharidy a dalSi cukry, proteiny a aminokyseliny, tuky a
lignin a k tvorbé v alkalickém prostfedi rozpustnych huminovych kyselin, v kyselém
prostfedi rozpustnych fulvokyselin a huminu, v alkalickém prostfedi nerozpustnych
(Allard, 2006).

3.6.1.1. Kolobéh uhliku
Cyklus kolobéhu uhliku probiha mezi atmosférou, oceany, biosférou a geosférou
vramci v8ech jeho forem. V ramci tohoto mechanismu prochazi uhlik nékolika
procesy a deponiemi z nichz jednou je pravé deponie mikrobialni, ktera tvofi zhruba
2-3 % celkového organického uhliku. Cyklus uhliku je jednim z hlavnich
biogeochemickych cykll jeho forma je primarné rozdélena na geologickou a
biologickou fazi. Geologicky uhlikovy cyklus probiha v horizontu nékolika milionl let,
oproti tomu cyklus biologicky trva nékolik dnu az tisicl let (Kandler et al., 2005).
Geologicky cyklus zahrnuje procesy probihajici v ramci vzniku uhli¢itan z uhlikatych
kyselin, pfes jejich horninotvornou fazi az po jejich zpétny rozklad na oxid uhli€ity,
ktery probiha vlivem zvétravani.
Biologicky cyklus pak zahrnuje pohyb uhliku mezi jednotlivymi deponiemi skrze
fotosyntézu a respiraci. Pfiemz biologicky cyklus je oproti geologickému co do
kolobé&hu uhliku vice nez tisicinasobny.
V ramci jednotlivych deponii koluje uhlik v mnoZzstvi tisic miliard tun. Jen rostliny a
mikroorganismy fixuji a nasledn& respiraci uvolfiuji roéné okolo 10'* kg oxidu
uhli¢itého (Kandeler et al., 2005).
Hlavni zasobarnou uhliku je obecné organicka hmota bunék zivych organismu a
produkty jejich degradace, anorganicky uhlik vazany v horninach vétSinou ve formé

uhli¢itanu vapenatého a atmosférické plyny (Denef, 2003).

3.6.2. Dusik
Dusik je zakladnim prvkem pro vyzivu rostlin, zivoCichl i mikroorganismu, nebot’ se
jedna jeden z makrobiotickych prvkd, ktery je soucasti aminokyselin, bilkovin, Ci
ribonukleovych kyselin (Rick et Stuart, 2001)
Pristupnost dusiku je klicovym faktorem regulujicim biologickou produktivitu mnoha

ekosystému. Pudni mikroorganismy hraji vyznamnou roli v transformacnich
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procesech tykajicich se dusiku. Asimilace dusiku do organickych forem a nasledné
probihajici proces uvolfiovani anorganického dusiku probiha za pomoci Cinnosti fady
prokaryotnich i eukaryotnich mikroorganisml a pFedstavuje jadro kolobéhu dusiku
v pfirodé. Cisté bakterialni procesy fixace molekularniho dusiku, nitrifikace a
denitrifikace predstavuji SirSi cyklus dusiku a v jednotlivych ekosystémech mohou
ovlivnit pfijatelnost rdznych forem dusiku. Amonifikace je proces, kterého se ucastni
celé spektrum bakterii, avSak dalsi transformace dusiku jsou z bakterialniho pohledu
pomérné specializované. Chemoautotrofni nitrifikace se ucastni jen nékolik
obligatorné aerobnich pudnich bakterii. Zatimco nékteré oxiduji amonnou formu na
formu dusitanovou - mezi takové patfi bakterie z rodu Nitrosomonas a Nitrococcus,
dalSi z rodu Nitrobacter nasledné oxiduji dusitanové formy na formu dusi¢nanovou.
Nékteré aktinomycety a bakterie rodu Arthrobacter jsou také schopny heterotrofni
nitrifikace, ale v celkovém objemu je jejich produkce dusi¢nani zanedbatelna.
DalSim, co do objemu zapojeného dusiku, dulezitym procesem je symbioticka fixace
vzduSného dusiku bakteriemi rodu Rhizobium a Bradyrhizobium probihajici na
podzemnich €astech prevazné bobovitych rostlin (Giri et al., 2005).

Vyznam pudnich hub na transformacich vSech latek je vzhledem k jejich podilu na
celkovém mnozstvi pudni mikrobialni biomasy a jejich chemoheterotrofnim
metabolismu pomérné zasadni. Z hlediska kolobéhu dusiku v pudé je role hub
dulezita pro amonifikaci organického dusiku nebo nitrifikaci probihajici na kyselych
lesnich pudach avSak v dalSich procesech je jejich role pomérné minoritni (Tiehang,
2011).

3.6.3. Fosfor

Fosfor je povazovan za nejvice limitujici ristovou Zivinu, ale na rozdil od dusiku je
jsou hlavni zasobarnou horniny a sedimenty, kde se nachazi ve formé fosfore¢nanda.
Jedna se o zakladni stavebni jednotku bunécné energie ATP ¢&i bunécnych struktur
jako jsou DNA, RNA a fosfolipidy. (Ezawa et al., 2002).

Role bakterii v cyklu fosforu neni uUzce specializovana. Témér vSechny bakterialni
druhy maji vyznam pro kratkodobou imobilizaci fosforu a mineralizaci organickych
forem fosforu. Rody Pseudomonas a Bacillus hraji vyznamnéjsi roli v rozkladu
anorganického fosforu. Bakterie rozkladajici slou¢eniny fosforu zaroven snizuji ptdni
pH, nebot’ produkuji mnoZzstvi organickych kyselin, jako jsou kyselina mravenci,

octova, propionova, mlé¢na, glykolova, fumarova a jantarova (Chalot et al., 2002).

31



OxiTop v méfeni pudni respirace

Veétsi objemy rozkladu fosforu nez bakterie zastupuje Siroké spektrum pUidnich hub.
Padni mycety zijici v mykorhizni symbi6éze s rostlinami se uc€astni zejména
mineralizace organickych latek, uvolfovani vazaného fosforu do pudniho roztoku, a
transportu fosforu v pldnim prostfedi. Podobné jako bakterie i mycety okyselu;ji
prostfedi produkci organickych kyselin, ¢imz zvySuji rozpustnost anorganickych
sloucenin fosforu. Vlakna hub maiji schopnost pronikat pidou pomérné bez obtizi na
velké vzdalenosti (Elsas et al., 2007). Mykorhizni houby vytvareji bohaté rozvétvené
a pudu prostupujici soustavy mycelii, jez jsou vzhledem ke své velikosti schopné
proristat a obalovat pldni agregaty a Castice pldni organické hmoty, ¢imz se
zasadné zveétSuje oblast, ze které muze byt fosfor ziskavan. Lepsi pfijatelnost fosforu
mykorhiznimi houbami ve srovnani napfiklad s bakteriemi nebo vySSimi rostlinami
zpusobuje fakt, Ze houby jsou schopné fosfor pfijimat i pfi pomérné nizké koncentraci
v pudnim roztoku. Podobné jako i dalSi padni mikroorganismy, jsou mykorhizni
houby schopny extracelularni fosfatazy, ktera mineralizuje organické fosforecné
slou€eniny (Pierzynsky et al., 2005).

Fosfor pfijimany mykorhiznimi aktivitami ptdnich hub mize byt nasledné vyuzivan i

jejich rostlinnymi symbionty (Elsas et al., 2007).

3.6.4. Sira

Sira je dllezitym prvkem pro biologické a geochemické procesy v pudé, ale pro rast
organismu neni limitujicim prvkem. Tvofi kolem 1 % suSiny mikrobialni biomasy, kde
zastava mnoho strukturalnich a enzymatickych funkci. Je sou€asti enzymU cystein a
metionin i nékterych bilkovin a enzymd. Vyznam ma i jako donor a akceptor
elektron( pfi fadé mikrobialnich metabolickych procesl. V puadé se sira nachazi
v celé Skale forem od redukované sulfidické az po oxidovanou sulfatovou. Nej¢astgji
pfijimanou formou je siranovy aniont. PfestoZze je pfevazna vétSina siry v pidé
vazana v organické formé, vétsi dynamiku pohybu vykazuje sira anorganicky vazana
(Susana et al., 2013).

Mikrobialni transformace siry jsou uzce spjaté s uhlikovym cyklem, béhem kterého
se sira ucastni anaerobni i aerobni respirace, pfi které je oxidovana jako vedlejSi
produkt. Spektrum mikroorganismu, které se tohoto procesu ucastni, je znacné
Siroké. Imobilizace siry je proces velice rychly, opét fizeny mikrobialni aktivitou.
Anaerobni sirné bakterie produkuji zejména sirovodik. Nékterych dalSich procesl
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transformace se uc€astni pudni houby a aktinomycety, které plsobi oxidativné, patfi

mezi né rody Aspergillus, Penicillum ¢i Microsporeum (Giri et al., 2005).
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4. Material a metodika
Pokusy probéhly v letech 2012-2013 v laboratofi Katedry mikrobiologie, vyzivy a

dietetiky Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemé&délské
univerzity v Praze. Zakladem méfeni byla méfici soustava OxiTop® OC pro méfeni
pudni respirace, kterou byly stanovovany hodnoty respirace puadnich vzorku
odebranych v ruznych terminech agrotechnického roku 2012/2013 na $kolnim

Pokusném a Demonstracnim Pozemku.

4.1. Zarizeni OxiTop OC

Rada OxiTop® némecké firmy WTW je uréena pro méfeni biochemickych a
respiraCnich projevu pudnich nebo vodnich mikroorganismud. Zakladem méreni pro
tuto diplomovou praci byla soustava OxiTop OC Control Al2 s fFidici jednotkou
OxiTop OC 110 a lahvemi typu B pro méfeni pudni aerobni respirace. Méfici hlavice
spolu s lahvemi tvofi manometrickou soustavu pracujici na principu méreni podtlaku
v uzaviené soustavé. Podtlak v soustavé vznika prodychanim kysliku aerobnimi
mikroorganismy, pfi Cemz souCasné dochazi k produkci CO,, ktery je zachycovan
absorpénim c¢inidlem. Zmény tlaku v nadobé se tedy déje pfimo umérné spotfebé
kysliku. Zménu tlaku automaticky zaznamenava membranové tlakové €idlo umisténé
ve spodni Casti méfici hlavice a to vzdy, nezavisle na nastavené dobé méreni, v
pravidelnych intervalech 360x za dobu méfeni. Vyhodou zafizeni je moznost
sledovani pribéhu respiracni aktivity v prabéhu €asu. Pomoci fidici jednotky je také
mozné odeditat a zaznamenavat pribézné hodnoty kdykoli béhem méfeni a to
maximalné desetkrat v ramci jedné hlavice. Prubézné i finalni hodnoty Ize sledovat
graficky ztvarnéné na displeji Fidici jednotky. Po skoneni méfeni se pomoci fidici
jednotky prfes infralervené rozhrani odebiraji naméfena data. Z Fidici jednotky pak
lze naméfené hodnoty pfenaset do pocitace k dalSimu zpracovani pomoci programu
Achat OC 2.03.

4.2. Pudni vzorky
Vzorky pudy byly odebrany z dlouhodobého pokusu Katedry agroenvironnmentalni
chemie a vyzivy rostlin Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské

zemeédélské univerzity v Praze a to celkem pro deset méfeni v deseti terminech: 5.
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11. 2012, 28. 11. 2012, 21. 12. 2012, 18. 4. 2013, 7. 5. 2013, 4. 7. 2013, 26. 7. 2013,
29. 8. 2013, 24. 10. 2013 a 28. 11. 2013.

Vzorky byly odebirany z nehnojené kontrolni varianty pSenice seté ozimé (Triticum
aestivum) a to zejména kvuli tomu, Zze padnim mikroorganismim na této parcele neni
v pribéhu roku obohacovano Zzivotni prostfedi o zZiviny, které by mohly metabolizovat
a neni tak predpoklad, ze by mélo dochazet k ovlivnéni miry respirace vlivem zmény
struktury metabolizovatelnych zivin. Zaroven se tato parcela nachazi na okraji celého
pokusného pozemku, diky ¢emuz bylo minimalizovano ovlivnéni soubézné
probihajicich pokusl a mérfeni ostatnich studenti a zaméstnancu Skoly. Zaroven
s odbérem probéhlo zaznamenani doby odbéru, teploty vzduchu naméfené
meteorologickou stanici CZU a pfiblizné aktualni fenologické faze porostu p$enice

seté ozimeé (Triticum aestivum).

4.2.1. Schéma a systém odbéru
K odbéru vzorkd bylo zvoleno systematické schéma rozmisténi jednotlivych mist
odbéru. Pomoci pudniho vrtaku bylo vzdy odebrano deset dil€ich vzorkd z hloubky
profilu do 15-20 cm. Z téchto jednotlivych odbéru byl jesté na poli vytvofen smésny
vzorek mechanicky rozmélnén v polyetylenovém pytli. PocCet dilCich vzork( byl
stanoven tak aby smésny vzorek mél vypovidajici hodnotu o daném pozemku a
zaroven doSlo k co mozna nejmensimu ovlivnéni jeho celkového charakteru. Potifeba
materialu pro veSkerou analyzu vSech opakovani a pro méfeni pudni susiny byla jen
300g upraveného smeésného vzorku, ale celkem vzdy bylo odebrano a zpracovano

okolo 2 kg zeminy.

4.2.2. Uprava vzorkl pied skladovanim a méfenim
Z Cerstvého vzorku byly po pfeneseni do laboratofe odstranény rostlinné zbytky,
semena, veétsi pudni skelet a v jednom pfipadé i pldni zZivoCichové. Nasledné byl
znovu dukladné mechanicky rozmélnén a promisen. Poté bylo pozadované mnozstvi
vzorku proseto na 2 mm sité nebo, v pfipadé vyssi vihkosti znemoznujici proseti na

sité, byl smésny vzorek nastrouhan na 2 mm struhadle.
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4.2.3. Skladovani vzorku
Cast upravenych vzorkd byla skladovana nestlagené v plastovych kontejnerech bez
pfistupu vzduchu v temnu v lednici pfi konstantni teploté 4 °C a ¢ast byla okamzité
pouzita k méfeni na OxiTopu a ke stanoveni vihkosti. Doba skladovani byla

v rozmezi tfi az péti tydna.

4.3. Ostatni pouzity material a vybaveni
Jako absorpéni Cinidlo pro oxid uhli€ity byl zvolen 2 M roztok hydroxidu sodného
pripraveny rozpusténim 8 g perlickového NaOH v demineralizované vodé na celkovy
objem 100 ml. Pro obohaceni vzorku k méfeni substratem indukované respirace byl
pouzit 25 % roztok D-glukdézy. Samotné méfeni probihalo v komorovém termostatu
pfi teploté¢ 30 °C. Navazky vzork( byly provadény na laboratornich vahach

s presnosti d=0,1 g.

4.4. Metodika pokusu
Bylo provedeno 10 odbérl. Z kazdého odbéru byly zalozeny dvé zakladni varianty -
varianta vzorkd Cerstvych a vzorku stratifikovanych, pfiemz u kazdé z variant byly
dvé podvarianty, jedna pro méfeni basalni respirace a druha pro méfeni potencialni
substratem indukované respirace, kazda z podvariant méla vzdy tfi opakovani. Doba

méreni byla 14 dni.

Z homogenizovaného a potfebné upraveného materialu bylo do kazdé z inkubaénich
lahvi navazeno 20 g. Nezbytné je substrat rovhomérné rozprostfit po dnu lahve, tak
aby bylo mozné substrat patficné upravit a aby méla kazda pudni ¢astice srovnatelné
podminky. Nasledné byl u varianty pro méfeni potencialni substratem indukované
respirace vzorek rovhomérné obohacen 25 % roztokem D-glukosy v mnozstvi 0,8 ml
na 20 g zeminy a u varianty pro méfeni basalni respirace byl vzorek ovlhéen
adekvatnim mnozstvim demineralizované vody. Do absorpCni nadoby bylo
nepipetovano 5ml 2 M roztoku hydroxidu sodného. Soustava byla uzaviena tésnénim

a méfici hlavici a v komorovém termostatu bylo odstartovano méfeni.

K zaloZzeni méfeni Cerstvych vzorkd doSlo v co mozna nejkratdi dobé po odbéru.

Material pro méreni stratifikovanych vzork( byl fadné ulozen ke stratifikaci a pfi
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dalSim odbéru vzork( puady, ktery nasledoval v horizontu tfi az péti tydnua, byl
zalozen. Soucasné s nim bylo ukonceno méfeni Cerstvého vzorku z prvniho odbéru a
zalozeno dalSi méfeni Cerstvého vzorku. Analogickym zpusobem se pokus odehraval
az do posledniho odbéru. V prubéhu méfeni byly nékolikrat namatkové odecteny

pribézné hodnoty.

Jako doplikové informace byly zaznamenavany tyto udaje: suSina vzorkd po odbéru
I po stratifikaci, datum a Cas odbéru, teplota vzduchu, orientaCni stav porostu
(BBCH).

Sledovan byl zejména vliv poodbérového skladovani vzork( pady na mikrobialni
respiraCni aktivitu. K vyhodnoceni vysledku bylo vyuZzito programua Statistica a MS
Excel 2009.
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4.4.1. Schéma ridici jednotky (kontroloru)

K

-

~
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Seznam klaves a funkénich prvku

.komunikace s mérici hlavici“
~Sprava vzorkd*

,Zobrazeni naméfrenych hodnot*
Jtisk”
,hastroje/nastaveni/moznosti*
LZapnuti/vypnuti pfistroje®
Lpotvrzeni zadani*

»Pohyb kurzoru nahoru/vpravo,
zvySeni hodnoty Cisel

»Pohyb kurzoru dolu/vievo, snizeni
hodnoty éisel

Ldisplay”

Jnfracerveny port”
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v wr

4.4.2. Schéma mérici soustavy

1- ,mérici hlava“

2- a, ,infraterveny port”
b, ,tlakové ¢cidlo“

3- ,PU viozka

4- _nadobka na absorbér CO," 1
5- tésnéni“ 2a

6- ,dotahovaci uzavér” 2b
7- inkubaéni lahev* \ /

\/
8- ,méreny vzorek”
5
\\
3
6
4
7
8
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4.4.3. Metodika méreni s pristrojem OxiTop OC
Jako vychozi byla zvolena nasledujici metodika pro méfeni pudni respirace s pomoci
pristroje OxiTop OC (Maly, 2012).

4.4.4. Pracovni postup pripravy
VSechny Casti méfici soustavy, které maiji pfijit do kontaktu s pudou je tfeba pecivé
umyt a oplachnout demineralizovanou vodou. Dale je tfeba je nechat rozloZzené
vyschnout tak, aby se pfed pouzitim na zadné z ¢asti nenachazela nakondenzovana
vlhkost.

Na dno inkubacni lahve (7) se rovnomérné rozprostfe vzorek (8) a necha se
spole¢né s ostatnimi ¢astmi soustavy alespor 30 minut vytemperovat. Temperovat je
tfeba i ostatni material a pomUcky, které se budou pouzivat (pipety, injekCni

stfikacky, nadobky na absorp¢ni €inidlo, zivny roztok, voda, atd.).

Do lahvi, ve kterych se méfi potencialni substratem indukovana respirace, se
stejnomérné pfida Zivny substrat - 25 % roztok D-glukézy v mnozstvi 0,4 ml na
kazdych 10 g vzorku. Pada v lahvich, ve kterych se méfi basalni respirace, se ovlh¢&i
adekvatnim mnozstvim H,O. Do nadobky (4) na absorpéni roztok se napipetuje

nebo odméri 5 ml adekvatné koncentrovaného roztoku NaOH.

Opatrné a pevné se seSroubuje naplnéna nadobka na absorpéni €inidlo (4) a tésnéni
(5), vlozi se do hrdla inkubacni lahve (8) a dotahne uzavérem (6). Skrz tésnéni (5) se
nasadi vlioZzka (3) a naSroubuje se méfici hlava (1) tak, aby byl citit dostate¢ny odpor,
je ovSéem tfeba utahovat opatrné, nebot hlavice je plastova a mohlo by dojit ke

strzeni zavitu.

4.4.5. Popis funkci klaves na fidici jednotce
A- VeSkera komunikace s meéfici hlavici - start méfeni, vyvolani konecnych a
prubéznych dat, zobrazeni & zména nastavenych parametrd (doba méfeni,

zména Cisla vzorku, pfed€asné ukonceni...).
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Zobrazeni seznamu vzorku s ikonou ukazatele prubéhu meéfeni (prazdna Cdi
nedokond&ena ikona znadi aktualngé méreny vzorek, plna ikona a oznaéeni \ znadi
dokonené méreni). Po stisku se jako prvni zobrazi naposledy zalozené vzorky,
stiskem ¢&i drzenim kurzorové klavesy H je mozné se dostat k dfive
odstartovanym starSim vzorkim. V pradbéhu spusténého méreni se tento seznam
zobrazi ihned po zapnuti fidici jednotky.

Po vybéru pozadovaného vzorku ze seznamu zobrazi jeho hodnoty v grafické i
Ciselné formé. U vzorku, u kterych pravé probiha méfeni, udava Ciselna hodnota
naposledy odectenou hodnotu podtlaku. U ukonéeného méfeni udava hodnotu
v dobé ukonceni méfeni. Pro ziskani Ciselnych udaji z pribéhu méreni je tfeba
zmacknout klavesu G a pomoci kurzorovych klaves H a | se pohybovat po
horizontalni ose grafu.

Ridici jednotku je mozné pomoci infraderveného rozhrani pripojit ke specialni
laboratorni tiskarné TD100 a stiskem této klavesy iniciovat tisk namérenych dat.
Umoznuje veSkeré nastaveni, kontrolu i udrzbu méfici soustavy, jako napfriklad
nastaveni provoznich rezimu, doby méfeni, zménu jazyka, mazani nepotiebnych
dat z paméti, atd.

Zapnuti a vypnuti fidici jednotky

Potvrzeni volby zadani, spousténi méfeni v nékterych slozkach menu slouzi k
navratu o krok zpét.

Kurzorova klavesa slouzici k pohybu smérem nahoru v menu displeje, zvySuje
hodnoty pfi nastaveni méfeni, pohyb kurzoru smérem vlevo v ramci grafu.
Kurzorova klavesa slouzici k pohybu smérem dolu v menu displeje, snizuje

hodnoty pfi nastaveni méfeni, pohyb kurzoru smérem vpravo v ramci grafu.

4.4.6. Nastaveni fidici jednotky

Ridici jednotka se zapne stiskem klavesy F. Nasledné se provede zakladni

pozadované nastaveni.

Stisknutim klavesy E se zobrazi menu udrzby, ve kterém se vybere volba nastaveni

(settings), potvrdi se klavesou G, jejim opakovanym stiskem na pfislusné volbé

nastaveni se zvoli pracovni rezim (operation mode) v pfipadé této diplomové prace

byl zvolen provozni rezim tlak p (pressure p), pomoci kurzorovych klaves H a | se
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nastavi doba méfeni (measuring time), a nastavi aktualni datum a Cas (date/time),
OxiTop OC110 neumi automaticky pfenastavovat zimni a letni ¢as. Je vhodné
vypnout rezim GLP (good laboratory practice), ktery neumoziiuje uchovani
nastavenych parametrd. Jeho vypnutim se usetii opétovné nastavovani pred kazdym
méfenim, jenz pro praci v provoznim rezimu ,tlak p“ neni podstatné. Pokud nejsou
data zalohovana po kazdém mérfeni, je vhodné nastavit pod volbou pamét (memory)
a manualni mazani naméfenych hodnot. V opacném pfipadé dojde pfi zapocCeti
nového méfeni k automatickému vymazani celé paméti a tim ztraté dat o
ukon€enych mérenich. Dale je mozné nastavit automatické usporné vypnuti (switch-
off interval) v rozmezi 5-15 minut, hodnotu limitniho tlaku (limit pressure) v rozmezi
50-500 hPa a jazyk komunikace displeje (language). Na vybér je angli¢tina a

némdcina.

VSechny vySe zminéné volby potvrzujeme klavesou G.

4.4.7. Spusténi méreni
Po provedeni zakladniho nastaveni je mozné zapocit méfeni. Stiskem klavesy A se
zvoli start méfeni (start sample), fidici jednotka nabidne kontrolu informaci o
nastaveni a dobé ukonCeni méfeni. Po kontrole se volba potvrdi. Na displeji se
zobrazi vyzva k namifeni Fidici jednotky na méfici hlavici (please hold controller to
0). Ridici jednotka se ze vzdalenosti nékolika centimetrti namifi na méfici hlavici. Po
uspésném spusténi se ozve zvukovy ton a na displeji se objevi !started!, za nékolik
vtefin se znovu objevi nabidka startu méfeni, takto Ize pokraCovat az do odstartovani

vSech hlavic. Poté je mozné pfristroj vypnout.

4.4.8. Vyvolani prtibéznych hodnot

a) vSech vzorkl najednou

o owr gr_ s e

Stiskem klavesy A dojde k vyzvé na vybér akce. Zvoli se moznost ,call up all data”.
Ridici jednotka se pfidrzi ve vzdalenosti do 1 m od v8ech aktivnich méficich hlavic,
infraCervené porty na hlavicich postupné Cervené zablikaji a ozve se zvukovy signal.

Nyni je mozné stisknout klavesu B, kurzory nalézt poZzadovany vzorek a stisknutim
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klavesy C vyvolat informace o momentalni hodnoté tlaku v lahvi a graf dosavadniho

priubéh méreni.

b) jednotlivych vzorkd

Y S TP A

1

Stiskem klavesy A dojde k vyzvé na vybér akce. Zvoli se moznost ,momentary value*
a fidici jednotka pfidrzi ve vzdalenosti nékolika centimetrl od odpovidajici méfici
hlavice. Po svételném a zvukovém signalu se na displeji objevi zjiSténa prubézna
hodnota a dotaz s moznosti jejiho uloZzeni (save). Po této volbé se Fidici jednotka

vrati do zakladniho menu ,momentary value*.

Prabéznych hodnot Ize nezavisle na formé vyvolani pro kazdou hlavici ulozit

maximalné 10.

4.4.9. Vyvolani dat po skon¢eni doby méreni
Postup sbéru dat po skonéeni méfeni je obdobny jako u vyvolani dat pro vSechny
vzorky najednou. Zapne se fidici jednotka, na displeji se objevi seznam pravé
méfenych vzorki. Stiskne se klavesa A a zvoli moznost ,call up all data“ Ridici
jednotka se pfidrzi ve vzdalenosti do 1 m od vSech méficich hlavic, infratervené
porty na hlavicich postupné vydaji Cerveny svételny signal a ozve se zvukove
znameni. Po stisku klavesy B, volbé konkrétniho vzorku a stisknuti klavesy C je

mozné vidét vysledné hodnoty a konecny graf.

Ihned po vyvolani dat po skonCeni doby méfeni jsou hlavice pfipraveny k dalSimu
méfeni a v seznamu vzorku jsou naméfené vzorky oznaceny jako ukon&ené (plna
ikona + V).

4.4.10. Prevedeni dat pocitace
Pro pfevedeni dat je tfeba mit nainstalovany program Achat OC 2.03 nebo vy3Si,
tabulkovy editor typu MS Excel a pocita€ se slotem typu RS 232, nebo jiny deviti-
pinovy slot a prislusnou redukci. Redukce ze slotu RS 232 na USB 2.0 neposkytuje

kompatibilni pfenos. Po spusténi programu Achat OC 2.03, pfipojeni fidici jednotky
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pres interface kabel a zapnuti pfistroje dojde k automatickému nacteni seznamu
zastupcu vSech méfenych dat Pro tabulkové zobrazeni v8ech odeltenych hodnot
zmén tlaku je nutné jednotlivé vzorky otevfit. Zobrazi se popisné informace o
jednotlivych opakovanich a tabulka s 360-ti naméfenymi hodnotami a c&asy
v minutach, ve kterych byla méfeni provedena. Pfevod do tabulkového editoru se
provede zadanim pfikazu kopirovat, kdy je tfeba mit kurzor kdekoli v okné tabulky
s hodnotami a nasledné vilozit do pozadované buriky editoru. Hodnoty v Achat OC
2.03 neni mozné oznacit a kopirovat tak napfiklad jen jejich Cast, vySe uvedenym
zpusobem lze vzdy prevést pouze veskeré informace. V Achat OC 2.03 nelze data
upravovat ani jinak spravovat, slouzi pouze jako komunikacni mezistupen mezi fidici

jednotkou a tabulkovym editorem.
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5. Vysledky
Vysledky vSech méfeni byly pfes program Achat OC 2.0 z fidici jednotky pfevedeny
do tabulkového editoru MS Excel a nasledné byly v programech Statistica a MS

Excel provedeny vypocty:

Analyza rozptylu (ANOVA) hodnot jednotlivych opakovani. Byly porovnany vzdy ftfi

shodné zaloZena opakovani jednotlivych podvariant.

Ho = neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami respiracni aktivity

v ramci jednotlivych opakovani

Ha = mezi jednotlivymi opakovanimi jsou statisticky vyznamné rozdily v hodnotach

respiracni aktivity
a =0,05; n=360

Vzhledem ke skuteCnosti, ze v zadné z podvariant nebyly touto analyzou pfi dané
hladiné vyznamnosti a po¢tu opakovani zjistény statisticky vyznamné rozdily, proto

byla u vSech opakovani pfijata Ho.

Dvouvybérovy F-test podvariant. Na zakladé vysledkd analyzy ANOVA byly
z jednotlivych opakovani vytvofeny praimérné hodnoty. Tyto hodnoty byly vytvofeny
pro obé podvarianty — basalni respirace i substratem indukované respirace. Vysledky
jsou graficky znazornény v Pfiloze 1. Vysledky praméra podvariant méreni Cerstvych
vzorku byly pomoci dvouvybérového F-testu s vysledky praméri podvariant méreni

stratifikovanych vzorkd.

Ho = neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami respiraéni aktivity

v ramci vzorku Cerstvych a skladovanych
Ha = doba skladovani ma statisticky vyznamny vliv na hodnoty respiracni aktivity
a = 0,05; f = 359; kriticka hodnota F-testu pro a = 0,05; fwp > 100 = 1,96

Vysledky téchto testovani jsou uvedeny u popisu jednotlivych odbéru.
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Dvouvybérovy F-test variant. V ramci celého pokusu byly porovnany praméry
hodnot priiméru vSech podvariant erstvych vzorka s priméry hodnot pramérd vSech
podvariant stratifikovanych, zvlast pro basalni respiraci a zvlast pro substratem
indukovanou respiraci. Nulova a alternativni hypotéza byla v tomto pfipadé stejna

jako u dvouvybérového F-testu podvariant.

Ho = neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami respirani aktivity

v ramci vzorku Cerstvych a skladovanych
Ha = doba skladovani ma statisticky vyznamny vliv na hodnoty respiracni aktivity
a = 0,05; f = 359; kriticka hodnota F-testu pro a = 0,05; fwp > 100 = 1,96

Vysledky jsou uvedeny v souhrnném hodnoceni.

5.1. Odbér5. 11. 2012

Hodnoty basalni i potencialni respirace jsou uvedeny v hPa

@ denni teplota [°C] | SuSina pudy [%] | Doba odbéru BBCH porostu

7,5 84,21 10:00 11

Tab. 2: Podminky odbéru

Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -5,52 -5,46
Smérodatna odchylka 5,31 4,10
Rozptyl 28,18 16,85
Hodnota F-testu 0,13

a =0,05; n =360

Tab. 3: statistické zhodnoceni vysledkl

Potencialni respirace Cel"StV)" vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -83,66 -79,36
Smérodatna odchylka 45,61 51,57
Rozptyl 2080,52 2659,68

Hodnota F-testu

0,02

a=0,05;n=360

Tab. 4: statistické zhodnoceni vysledku
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5.2.

Odbér 28. 11. 2012

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

6,4 79,84

9:30

14

Tab. 5: Podminky odbéru

Basalni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot 17,34 16,99
Smérodatna odchylka 1,57 1,70
Rozptyl 2,47 2,90

Hodnota F-testu

0,13

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 6: statistické zhodnoceni vysledkl

Potencialni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot -105,08 -104,90
Smérodatna odchylka 48,16 47,44
Rozptyl 2319,29 2250,23

Hodnota F-testu

0,77

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 7: statistické zhodnoceni vysledku

5.3. Odbér 21. 12. 2012

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

-1,4 83,22

11:00

16

Tab. 8: Podminky odbéru

Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot 1,05 0,89
Smérodatna odchylka 9,78 9,59
Rozptyl 95,58 91,89
Hodnota F-testu 0,71

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 9: statistické zhodnoceni vysledku

Potencialni respirace Cel"StV)" vzorek Stratifikovany vzorek
Pramér hodnot -124,74 -124,03
Smérodatna odchylka 46,89 43,67
Rozptyl 2198,22 1907,17

Hodnota F-testu

0,18

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 10: statistické zhodnoceni vysledkd
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5.4. Odbér 18. 4. 2013

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

18,2 84,37

9:30

25

Tab. 11: Podminky odbéru

Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -3,34 -3,08
Smérodatna odchylka 4,58 4,76
Rozptyl 20,97 22,66
Hodnota F-testu 0,46
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 12: statistické zhodnoceni vysledku
Potencialni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -107,50 -107,20
Smérodatna odchylka 38,68 38,35
Rozptyl 1495,87 1471,02
Hodnota F-testu 0,874017
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 13: statistické zhodnoceni vysledkd

5.5. Odbér7.5.2013
@ denni teplota [°C] | SuSina pudy [%] | Doba odbéru BBCH porostu
17,6 83,11 9:30 32
Tab. 14: Podminky odbéru
Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -1,36 -1,26
Smérodatna odchylka 5,38 5,27
Rozptyl 28,99 27,81
Hodnota F-testu 0,70
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 15: statistické zhodnoceni vysledku
Potencialni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Pramér hodnot -111,11 -109,09
Smérodatna odchylka 38,16 44,71
Rozptyl 1455,92 1999,31

Hodnota F-testu

0,002732

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 16: statistické zhodnoceni vysledkud
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5.6. Odbér4.7.2013

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

19,2 84,01

11:30

81

Tab. 17: Podminky odbéru

Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot -2,61 -2,42
Smérodatna odchylka 3,76 3,77
Rozptyl 14,14 14,24
Hodnota F-testu 0,95
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 18: statistické zhodnoceni vysledku
Potencialni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Pramér hodnot -102,81 -101,43
Smérodatna odchylka 33,64 33,89
Rozptyl 1131,48 1148,56
Hodnota F-testu 0,89
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 19: statistické zhodnoceni vysledkd

5.7. Odbeér 26. 7. 2013
@ denni teplota [°C] | SuSina pudy [%] | Doba odbéru BBCH porostu
23,8 83,02 10:00 89
Tab. 20: Podminky odbéru
Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot 12,39 12,03
Smérodatna odchylka 2,84 3,14
Rozptyl 8,07 9,86
Hodnota F-testu 0,06
a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]
Tab. 21: statistické zhodnoceni vysledku
Potencialni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Pramér hodnot -104,14 -101,75
Smeérodatna odchylka 44,38 49,04
Rozptyl 1969,68 2404,53

Hodnota F-testu

0,06

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 22: statistické zhodnoceni vysledkud
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5.8. Odbér 29. 8. 2013

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

16,5 83,09

9:30

bez porostu

Tab. 23: Podminky odbéru

Basalni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot 13,41 12,83
Smérodatna odchylka 2,70 2,61
Rozptyl 7,31 6,84

Hodnota F-testu

0,53

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 24: statistické zhodnoceni vysledkl

Potencialni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot -98,50 -96,71
Smérodatna odchylka 48,88 46,77
Rozptyl 2389,60 2187,86

Hodnota F-testu

0,40

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 25: statistické zhodnoceni vysledkd

5.9. Odbér 24. 10. 2013

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

13,2 84,23

10:00

9

Tab. 26: Podminky odbéru

Basalni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Priamér hodnot 20,78 20,19
Smérodatna odchylka 1,41 1,88
Rozptyl 2,00 3,52

Hodnota F-testu

0,001

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 27: statistické zhodnoceni vysledku

Potencialni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Priamér hodnot -105,22 -104,80
Smérodatna odchylka 45,55 44,58
Rozptyl 2075,12 1987,17

Hodnota F-testu

0,681826

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 28: statistické zhodnoceni vysledkl
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5.10. Odbér 28. 11. 2013

@ denni teplota [°C]

Susina pudy [%]

Doba odbéru

BBCH porostu

1,9 84,62

9:00

13

Tab. 29: Podminky odbéru

Basalni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot 42,87 41,33
Smérodatna odchylka 2,08 2,34
Rozptyl 4,31 5,48

Hodnota F-testu

0,02

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 30: statistické zhodnoceni vysledku

Potencialni respirace

Cerstvy vzorek

Stratifikovany vzorek

Primér hodnot -101,09 -100,10
Smérodatna odchylka 36,35 41,88
Rozptyl 1321,42 1753,92

Hodnota F-testu

0,007

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 31: statistické zhodnoceni vysledkd

5.11. Souhrnné hodnoceni

Basalni respirace Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Primér hodnot 9,50 9,20
Smérodatna odchylka 3,66 3,62
Rozptyl 13,38 13,08
Hodnota F-testu 0,83

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 32: statistické zhodnoceni vysledkl

Potencialni respi race Cerstvy vzorek Stratifikovany vzorek
Pramér hodnot -104,39 -102,94
Smérodatna odchylka 42,26 43,37
Rozptyl 1786,13 1880,69

Hodnota F-testu

0,63

a = 0,05; n = 360; hodnoty uvedeny v [hPa]

Tab. 33: statistické zhodnoceni vysledkd
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V ramci méfeni vSech odbért byly hodnoty dvouvybérového F-testu pod hodnotou
1,96 ktera je dle tabulek kritickych hodnot Studentova t-rozdéleni pfi hladiné
vyznamnosti a = 0,05 pro stupen volnosti f > 100 kritickou pro prokazani statisticky
vyznamného rozdilu (Mrkvicka a Petraskova, 2006). Obdobna je situace pfi
aplikovani dvouvybérového F-testu na primérné hodnoty vS8ech opakovani. Ani pfi
této analyze nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi Cerstvymi a

stratifikovanymi vzorky.
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6. Diskuze

Na zakladé vySe uvedenych vysledkl nelze nez konstatovat, Ze v tomto konkrétnim

postupu méfeni neni rozdil mezi méfenim Cerstvych a stratifikovanych vzorkd puady.

Matematickym porovnanim aritmetickych pramérd vSech naméfenych hodnot
zjistime, Ze Cerstvé vzorky dosahuji v sou¢tu sum vSech hodnot vysSi respiracni
aktivity nez vzorky stratifikované, avSak tyto hodnoty jsou pfi, v zemédélstvi

obvyklém, pfedpokladu chybovosti 5 % statisticky neprikazné.

Zajimavé zjisténi, které plné koresponduje s vySe uvedenou poznamkou o porovnani
aritmetickych praméru, je, ze ve vSech pfipadech bez vyjimky byly sumy vSech 360
hodnot (v tabulkach reprezentované aritmetickymi prdméry) vysSi u variant
s méfenim Cerstvych vzorkd. To nasvédCuje tomu, Zze mikrobialni aktivita je
v pavodnich pfirozenych podminkach vys$si, nez v podminkach laboratornich, coz
muze byt zpusobeno kromé vlivu samotného odbéru napfiklad poodbérovou
Upravou, ktera ma kvali pozadavkim na dukladnou homogenizaci pomérné
destruktivni charakter a mikrobialni biomasa na tento Sok reaguje omezenim aktivity,
nebo i pfimo fatalné, jak maze byt patrné napfiklad ze studie Ehlotové a kol. (1998),
kdy ve dvou pokusech byla stanovovany celkové zmény mikrobialni biomasy
v prubéhu ¢asu. Bakterialni biomasa v obou pfipadech zaznamenala rist, ale co do
objemu vyznamnéjSi biomasa mikromycetl byla vyrazné redukovana. V dobé do
deviti dnd po odbéru doslo k poklesu celkové mikrobialni biomasy na polovinu.
Béhem dalSich zhruba dvou tydnl se celkova mikrobialni biomasa zvySila na
priblizné dvou tfetinovou hodnotu oproti puvodnimu stavu a na této zlstaly hodnoty

témér konstantni po dalSich pét set dni.

Dal$i nevyhodou pfipravy vzorkl je odstranéni pudnich agregatu vétSich, nez je oko
sita nebo struhadla. Tyto agregaty, které jsou zdrojem diverzity mikrobialniho
spoleCenstva, se do analyzovaného vzorku nedostanou a s nimi ani mikroorganismy
na né vazané. Plda, ktera pravé vysycha, bude mit s vzristajici hloubkou vyssi

Vv s

vzorkd na ukor spodnich vrstev spiSe vrchni vrstvy pldy.

Moznym feSenim je tedy pfed analyzami ptdu skladovat po dobu delSi nez cca ftfi
tydny. Ehlotova a kol. (1998), dokonce navrhuje nejméné dva mésice, nebo, jak

vyplyva z vysledku této prace, pudu neskladovat vabec a analyzovat vzorky Cerstvé.
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Cernohlavkova (2006) uvadi jako vhodnou dobu pro stratifikaci pady interval i tydnui
az tfi mésica, pficemz pravdépodobné vychazi z normy OECD 216 (2000), kde je

doba skladovani po tfi mésice uvadéna jako limitni.

Vypusténi skladovani vyrazné urychli a zjednodusi cely proces analyzy. Casova
dotace potfebna pro samotné méfeni na OxiTopu je dva tydny a pfi vypusténi
stratifikace skladovanim se prodlouzi jen o nékolik malo hodin potfebnych na odbér a
upravu vzorkl a zaloZzeni méfeni, coz by mohlo zvysit dllezitost a prestiz celého

oboru méfeni pldni respirace.

Dalsi Casovou usporu, a pFedevSim eliminaci ovlivnéni méfeni odstranénim a
narusenim vétSich pudnich agregatl, by mohla pfinést zména postupu poodbérové
upravy vzorkl. Pokud by se vzorky neprosévaly a k analyzam by byla pouzita jen
mechanicky promisena puda, mohly by vysledky vice korespondovat se situaci
v podminkach in situ. Podobné feseni, zvlasté u pfilis vihké ptdy, navrhuji i Kristlfek
a Simek (1998). Tvrdi, Ze sta&i ze vzorku odstranit jen v&tsi &asti skeletu a dale jiz
vzorek neupravovat. Zadna ze studii a metodik, které byly pouzity k psani &i pfipravé
této prace nefesSi vliv zalozeni pokusu na vysledky pokusu. Pfitom navazeni
stratifikované pudy a zahajeni méfeni svym zplsobem kazi vliv stratifikace samotné.
Pri stratifikaci béhem skladovani dochazi podle rfady studii k omezeni biologickych a
fyzikalné-chemickych zmén zpldsobenych vytrzenim pldy zjejiho pfirozeného
prostfedi (napf. Forster, 1995) a zalezi tedy na tom, ktery z vlivi ma vétsi vahu.
Ovéreni tohoto pfedpokladu by v8ak vyZadovalo hlubSi analyzu, ktera nebyla cilem

této prace.

DalSim zajimavym a neprvoplanovym vystupem této prace je skute¢nost, ze OxiTop
poskytuje zcela konzistentni vysledky. VS8echna méfeni byla zakladana ve tfech
opakovanich, nebot panuje obecné pfijimany nazor, ze pro prukaznost vysledku je
nezbytné mit vzdy minimalné pravé tfi opakovani. Ve vSech pfipadech v ramci
jednotlivych podvariant nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi opakovanimi. Svéd¢i to o tom, Ze pokud jsou pokusy zaloZeny s velkou
davkou presnosti a s dirazem na eliminaci chyb je mozné dosahovat konzistentnich
vysledkl i pfi zaloZzeni menSiho poctu opakovani. Zaroven tento vystup poukazuje na
vyhody jiz diskutované duikladné homogenizace. Pokud by vysledky jednotlivych

opakovani byly vyrazné rozdilné, jednalo by se pravdépodobné o projev heterogenity
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jednotlivych navazek pudy, protoze ostatni faze pracovniho postupu zalozeni méfeni
nejsou tak nachylné k chybé. Mnozstvi navazené pudy je pfesné dané a moznost
chyby z nepozornosti je tak miziva. Podobna je situace i u ovihéeni &i pfidani zivného
substratu, kdy je pro vSechna souCasné zakladana méreni michan roztok D-glukézy
naraz a teprve poté je aplikovan injekéni stfikaCkou s jehlou na vzorek pudy do
inkubacni lahve. Pro tento zZivny roztok provadéna navazka na laboratornich vahach
o d = 0,01 g. Dalsi kroky popsané v metodice této prace je tfeba provadét s rozvahou
a opatrné, aby nedoSlo k vyliti absorpcniho Cinidla z nadobky pro néj urcCené.
V krajnim pfFipadé, kdyby pocet disponibilnich lahvi nedovoloval zaloZit vice
opakovani, nebo v pfipadé kdy mozna chyba méreni nezpusobi Skody i zasadni

desinformaci, by tak bylo mozné zalozit i jediné opakovani.

Na zakladé ziskanych vysledku je mozné konstatovat, ze dvé opakovani jsou pfi
praci s OxiTopem dostacujici. Tato skuteCnost tak v dalSich experimentech nabizi

moznost vice variant méreni, nebo praci na vice pokusnych projektech najednou.
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7. Zavér
Pfedpokladam, Zze pfistroj OxiTop® OC se vbudoucnu stane standardné
pouzivanym prostfedkem pro mikrobiologické respiraéni analyzy, jeho nenaro¢na
obsluha a eliminace chyb zpusobenych pribéhem méfeni hovofi znaéné v jeho
prospéch. V neprospéch naopak hraje vysSi pofizovaci cena, ktera vSak k letoSnimu
roku oproti puvodni pofizovaci cené zroku 2006 klesla zhruba na polovinu.
Vzhledem k tomu a vzhledem k vzrustajici frekvenci védeckych ¢lankd s odkazem na

OxiTop® OC lze pfepokladat, Ze si tento pfistroj ziskava stale vétsi oblibu.

7.1. Cile prace a hypotézy
Cil prace ovéfeni miry ovlivnéni intenzity mikrobialni respirace skladovanim puadnich
vzorkl byl spinén stim, ze k nému stanovena hypotéza, totiz Zze intenzita pudni
respirace muze byt ovlivnéna v zavislosti na dobé skladovani vzorkd, nebyla
potvrzena a za dodrzeni metodiky shodné s touto praci, je mozné upustit od

stratifikace vzork( pfed méfenim pudni respirace pfistrojem OxiTop® OC.

Cil prace provéfit respiracni aktivitu padnich vzorkua pristrojem OxiTop® OC a rozsifit
metodiku pro praci s nim byl rovnéz splnén, nebot pro vSechna méfeni byl pouzit
pravé tento pristroj a puvodni metodika pro praci s nim byla ¢astecné upravena a

rozSifena o kapitolu o zpracovani vzorku

Stanovena hypotéza, totiz ze termin odbé&ru ma vliv na potfebu poodbérové
stratifikace pldy nebyla prokazana a béhem celého agrotechnického roku je tak
mozné provadét méreni respiracni aktivity pldy pfistrojem OxiTop® OC na Cerstvych

vzorcich.
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9. Prilohy
V nazvu grafu je pouzito zkratek (BR) pro basalni respiraci, (SIR) pro substratem

v

indukovanou respiraci, (C) pro Cerstvy vzorek a (S) pro skladovany vzorek.

Hodnoty osy x (pofadi méfeni) odpovidaji pribéznym odectim méfici hlavice. Kazda
jednotka je tak 1/360 doby méfeni, coz pfi dobé méfeni 14 dni, jak tomu bylo v této

praci, odpovida 56-ti minutam.
9.1. Priloha 1. Grafy primérnych hodnot prabéhu méreni
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9.2. Priloha 2. Odvozeni vypoctu poctu potiebnych vzorkt pidy dle

Tana (2003).
E=xt(V)°
V = (SH/n

kde t = hodnota t-testu, V = odchylka, S? = soudet (suma) &tverctl a n = podet

opakovani (odbéru).

Pozadované mnozstvi odbérti (n) ur€enych akceptovatelnou chybou urcujeme

timto vzorcem:

n = 40/E?
pfipadné
n = t?S?/E?

kde n = pocet vzorkll a 0 = smérodatna odchylka zakladniho souboru a t =

hodnota t-testu.

Smeérodatna odchylka o se vypocita dle nasledujiciho standardniho vztahu:

0=/Z(x;—%)?2/(n—1)
kde x; = naméfena hodnota a X = aritmeticky primér danych hodnot.
Soudet (sumu) &tverct S? pak vypoéteme analogicky rovnici:

S?=3(x; —%)?/(n—1)
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