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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na posouzeni vlivu biouhlu Pflazenkohle aplikovaného do
pudy na mikrobialni charakteristiky pidy. Spolu s mikrobialnimi vlastnostmi (mikrobialni
funk¢ni diverzita, mikrobialni a enzymaticka aktivita) bylo v této praci posuzovano také
pusobeni biouhlu na fyzikalné-chemické vlastnosti pudy (pH, obsah organické hmoty, obsah
organického C a N) arust rostlin (vyska, suchd hmotnost nadzemni a podzemni casti).
V experimentalni ¢asti prace byly pouzity dva typy ptd s nizkym obsahem organické hmoty
(piscita aridni puda a arenicka ¢ernozem) po dvouleté kultivaci s biouhlem v aplika¢ni davce
0a 20 g-kg?, jako modelova rostlina byla vybrana kukuiice setd (Zea mays). Vysledky
péstebniho experimentu ukazaly, ze biouhel Pflanzenkohle ma potencial ovlivnit mikrobialni
vlastnosti pudy, fyzikalné-chemické vlastnosti ptdy a také rust rostlin. Jeho prokazatelné
pusobeni na mikrobialni charakteristiky pudy vSak bylo omezené, ziejm¢ z dtivodu nevhodné
aplikacni formy biouhlu a nevhodné zvoleného typu pouzité pudy Vv ramci péstebniho
experimentu. Pro dalsi studium vlivu biouhlu na nami posuzované mikrobialni ptadni vlastnosti
by bylo vhodné pozménit nastaveni experimentu, aby bylo mozné kvantifikovat rozdily jako
statisticky vyznamné.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the effect of Pflazenkohle biochar application into the soil
and its corresponding microbial characteristics. Along with microbial characteristics (microbial
functional diversity, microbial and enzymatic activity), the effect of biochar on soil
physicochemical properties (pH, organic matter content, organic C and N content) and plant
growth (height, above and below ground dry weight) was also assessed in this thesis. Two types
of soils with low organic matter content (sandy arid soils and arenaceous chernozem) were used
for the experiments. These soils were obtained after two years of cultivation with biochar at
application doses 0 and 20 g-kg, maize (Zea mays) was selected as the model plant. The results
of the cultivation experiment showed that Pflanzenkohle biochar has the potential to affect soil
microbial properties, soil physicochemical properties and also plant growth, but its detectable
effects on microbial characteristics of soil were limited. This was probably caused by the
inappropriate biochar application form and also by the selection of soil type used for cultivation
experiment. To be able to further study the effect of biochar on the soil microbial properties we
considered, it would be necessary to modify the setting of cultivation experiments in the way
to pronounce the statistically significant differences.
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1 UVOD

vvvvvvvvv

a dalSich mikroorganismt. Udrzovani optimalniho stavu pidy je zasadni pro zemédélstvi.
Kvalita pudy je klicovym faktorem, ktery odrazi produktivitu zeméd¢lskych ekosystémii.
V soucasné dobé jsou vSak piidni zdroje vazné ohrozeny rliznymi antropogennimi ¢innostmi.
Mikroorganismy pfitomné v ptid¢ hraji dulezitou roli v kolob¢hu Zivin, stimuluji rist rostlin
azvySuji jejich odolnost vic¢i riiznym abiotickym (nadbytek ¢i nedostatek chemickych
a fyzikalnich vlivll) a biotickym (vlivem jinych zivych organismi) stresim. Intenzivni
zemédéelské postupy vedou ke zvyseni rostlinné produkce, ale zaroven maji skodlivé ucinky na
biologické a fyzikalni vlastnosti pidy. Vlivem aplikace téchto postupii dochazi ke zméné
rozmanitosti a slozeni ptdnich mikrobiomti. Ty nejsou v zeméd¢lskych pudach dostatecné
stimulovany K ¢innosti, vzhledem k tomu, ze jsou makroziviny ¢asto rostlinam poskytovany
prostfednictvim chemickych hnojiv [1].

Vysoka a stale rostouci poptavka po udrzitelné¢ produkovanych potravinach v soucasné dobé
vybizi zemédélce a drobné péstitele k pfechodu na udrzitelné a ekologické vyrobni systémy.
Nebot' ekologicky Setrné systémy maji potencidl feSit fadu pietrvavajicich problémi
v zemédélstvi. Konkrétné se jedna 0 zneCisténi zplisobené chemickymi hnojivy, pesticidy,
degradace pudy a ztrata trodnosti a produktivity pudy. Problémem je také zvysSend salinita
pudy, zpisobena aplikaci hnojiv ve formé soli. Tato hnojiva poskytuji Ziviny rovnou rostlinam
a nestimuluji tak ¢innost mikroorganismi, tudiz dochézi ke ztrat¢ biologické aktivity pudy.
Jednou ze zakladnich filozofii systémt ekologické produkce je rozvoj kvalitni a produktivni
pudy, kterd poskytuje zakladni Ziviny pro rast rostlin, podporuje riznorodd aktivni pidni
bioticka spolecenstva a vyrovnava cely zeméd¢€lsky ekosystém. Pidni biologie je pfimo spojena
s udrzitelnosti zeméde¢lstvi, protoze je hnaci silou degradacnich procesi, pfi kterych dochazi
k rozkladu a pteméné slozitych organickych molekul a latek na dostupné formy Zzivin pro
rostliny. Velkd, stabilni a aktivni pidni mikrobialni komunita je zdkladem pro udrzeni
produktivity pidy v zemédélstvi. K dosazeni udrzitelného zemédélstvi péstitelé piijimaji
strategie, jako je stfidani plodin, aplikace organickych latek do pidy, za G¢elem zlepSeni pidni
biologie a kvality pudy a zvySeni obsahu ptidni organické hmoty [2].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pida

Jednd se o dynamicky, stile se vyvijejici zivy systém. Pidu miizeme definovat jako
nejsvrchngjsi Cast zemské kury, ktera vznika ze zvétralin nebo nezpevnénych minerdlnich
a organickych sedimentl. Je prostoupena mineralnimi slozkami, odumielou organickou
hmotou, vodou, vzduchem a Zivymi organismy. Tyto slozky spolu velmi pomalu a neustéle
interaguji [3, 4].

Pudu povazujeme za cenny piirodni zdroj, se kterym je potieba peclivé zachazet. Spatné
postupy hospodateni mohou vést k degradaci pidy, coz miize snizit jeji urodnost a piimo
ovlivnit zeméed¢lstvi. Jedna se o neobnovitelny zdroj, protoze vytvotreni 1 cm nové pidy mtize
trvat aZ stovky let, v zavislosti na riznych faktorech [5].

2.1.1 Vznik pudy

Piida vznika pisobenim biologickych, klimatickych, geologickych a topografickych vlivi.
Puda se tvofi nepfetrzité, ale velmi pomalu, postupnym zvétravanim hornin, které mize byt
zpusobeno fyzikalnimi, chemickymi nebo biologickymi procesy [3]. Vznik pud a jejich vyvoj
je ovlivnén pidotvornymi ¢initeli. Mezi pét hlavnich pudotvornych Cinitelti patéi mateéna
hornina, zivé organismy, klima, topografie a Cas. Interakce mezi témito faktory davaji
vzniknout vysoké rozmanitosti pud po celém zemském povrchu [3, 6].

U fyzikdlniho zvétravani dochazi krozpadu horniny na mensi kousky v dasledku
mechanického pisobeni. D¢je se tak vlivem teploty, kdy zmény teplot vytvareji tlak v horning
a dochazi ke vzniku trhlin [6].

Pfi chemickém zvétravani dochazi k rozpadu hornin zménou chemického sloZeni, napiiklad
kdyz mineraly v horninach reaguji s vodou, vzduchem, nebo s organickymi chemikaliemi
uvolfnovanymi vyS§imi rostlinami a mikroorganismy. Tt1 hlavni procesy chemického zvétravani
souvisejici s vodou jsou hydrolyza, hydratace a rozpousténi [6].

Biologické zvétravani nastdva v pritomnosti zivych organismti. Muze tak dochazet
k rozrusovani pohybem zivocichti v matrici. Dalsim pfipadem mulze byt také zvétravani
v disledku zapousténi kotent do puklin [6].

2.1.2 Degradace pudy

Degradaci se rozumi proces, pii kterém dochazi ke ztraté nebo sniZeni tirodnosti, vyuzitelnosti
pudy a snizuji se také jeji ekologické funkce. NejvyznamnéjSimi pti¢inami degradace pldy jsou
zména klimatu, vyuzivani pidy a urbanizace. Existuji ¢tyfi hlavni typy degradace ptidy: vodni
eroze, vétrna eroze, chemicka degradace (acidifikace, kontaminace, zasolovani, dehumifikace)
a fyzikalni eroze (zhutnéni, urbanizace, zamokieni). Eroze plidy je zptsobena aktivitou vody
a vétru a v dusledku ptedstavuje odpoutani a pohyb plidnich Castic z jednoho mista na druhé.
Tento proces miize byt ptirozeny, nebo urychleny lidskou ¢innosti [7].



2.1.3 SlozZeni pidy

Ptda se sklada ze ctyt hlavnich slozek, uspofadanych v ptidnim horizontu. Hlavnimi slozkami
je voda, vzduch a anorganicky a organicky podil (grafické znazornéni — Obrazek 1). Slozeni
a podil téchto slozek vyrazné ovliviiuje jak fyzikalni vlastnosti pud (napf. textura, struktura,
porovitost, objemova hmotnost a kompaktnost), tak i chemické vlastnosti (pH, iontové
vyménna Kkapacita, schopnost zadrzovat vodu atd.). Z celkového objemu pudy piiblizné
polovinu zabira pevna ¢ast (anorganicky a organicky podil) a druhou polovinu zaujimaji pory,
které jsou vyplnény vzduchem a vodou. Ackoliv piidni organickd hmota (SOM) tvofi jen
relativné malou Cast ptidy, hraje klicovou roli v mnoha pudnich procesech [8].

Vzduch
20-30%

\l\

Pevné
Castice

Padni
pory

Obrazek 1: Primérné zastoupeni jednotlivych sloZzek mineralni hlinité ptidy ve stavu pfiznivém pro
rast rostlin [9].

Piidni organickda hmota

Pldni organickd hmota (SOM) je ¢ast pudy, ktera se sklada z rostlinnych nebo Zivocisnych
tkani v riiznych fazich rozkladu. VétSina zeméd€lskych pid mé obsah organické hmoty
V rozmezi 3—-6 %. Organickd hmota je velmi dlleZitou ¢asti pidy a pfispiva riznymi zplisoby
k jeji produktivité. SOM se sklada z riznych slozek, které 1ze seskupit do tii hlavnich typi [10]:

e rostlinné zbytky a Ziva mikrobidlni biomasa,
e aktivni pidni organicka hmota (ozna¢ovand jako detritus),
e stabilni padni organickd hmota (oznaovana jako humus).

Ziva mikrobialni biomasa zahrnuje mikroorganismy zodpovédné za rozklad jak rostlinnych
zbytkl, tak 1 aktivni organické hmoty. Humus, jakoZto stabilni podil plidni organické hmoty
(z rozlozenych rostlinnych a zivocisnych tkani) je kone¢nym produktem rozkladu. Prvni dva
typy organické hmoty pfispivaji k Grodnosti pidy, protoze rozkladem téchto frakci dochazi
k uvolnovani zivin (dusik, fosfor, draslik atd.). Dale organicka hmota zlepSuje strukturu piady
a zvysuje retencni schopnosti pady [10].



2.1.4 Vlastnosti pudy

Rozmanitost (diverzita) pid, podobn¢ jako diverzita rostlin a Zivocichii, pfedstavuje ptirodni
bohatstvi daného uzemi. Vlastnosti piidy jsou urceny slozenim pudy, v zévislosti na rizném
mnozstvi biotickych a abiotickych slozek. Idealni fyzikalni a chemické vlastnosti ptidy vedou
k idealnim biologickym vlastnostem, a tedy i vysoké kvalité a produktivité pudy [11].

Fyzikalni vlastnosti jako je textura, struktura, objemova hmotnost, pérovitost a stabilita
agregatt koreluji s hydrologickymi procesy (eroze, provzdusiovani, kapacita zadrzovani vody
a dalsi). Dale fyzikalni vlastnosti zahrnuji také barvu a teplotu pudy. VSechny tyto vlastnosti
urcuji vhodnost pidy pro rizné vyuziti a mohou byt také pouzity pro definovani a klasifikaci
pudnich typa a horizonti [11, 12]. Jedna z nejdulezitéjsich pudnich charakteristik je struktura
pudy, ktera zahrnuje uspofadani primarnich padnich ¢astic (pisek, bahno a jil), a méni se
Vv disledku ptsobeni riznych faktorti (zhutnovani, vysychéni atd.). Podobné jako textura
(zrnitost), podminuje struktura i dalsi fyzikalni vlastnosti jako je porovitost, objemova
hmotnost, infiltrace a retence vody. Protoze obsah dostupné vody je faktor urcujici mikrobidlni
aktivitu v pudg¢, jsou fyzikalni vlastnosti ptidy uzce spjaty také s biologickymi vlastnostmi [12].

Mezi chemické vlastnosti piidy fadime pH puady, kapacitu vymény kationtli, elementarni
slozeni, mineralni sloZeni, slozeni ptidni organické hmoty, salinitu a elektrickou vodivost. Tyto
vlastnosti koreluji se schopnosti poskytovat rostlindm Ziviny a zadrZzovat chemické prvky nebo
slouceniny Skodlivé pro zivotni prostiedi a rust rostlin. Klicovym ukazatelem je zde pH pudy,
protoze ovliviluje rlst rostlin, rozpustnost a dostupnost prvkd a slozeni mikrobidlnich
spoleCenstev. Jak piili§ kyselé, tak 1 pfili§ zésadité pidy jsou nepiiznivé pro vétSinu
mikroorganisma a také rostlin [13, 14].

Biologické vlastnosti zahrnuji charakteristiky spolecenstev plidnich organismil a biologickych
procesu (napf. aktivita pidnich enzym, sloZeni piidniho mikrobiomu nebo ptidni respirace).
Biologické indikatory jsou citlivéjsi neZ fyzikalni a chemické atributy, tudiz pomoci nich
muzeme véas reagovat na zmeény zpusobené napiiklad $patnym hospodatrenim [14].

2.1.5 Rhizosféra

Jako rhizosféra se obecné oznacuje ¢ast pudy, nachazejici se v bezprostiedni blizkosti kotenli
rostlin. Od okolni pidy se lisi zvySenou mikrobialni aktivitou a zvySenou koncentraci
kotfenovych exsudatl. Kofenové exsudaty jsou latky vylu¢ované rostlinami a zahrnuji naptiklad
enzymy, vodu, aminokyseliny, nukleotidy, vitaminy, organické kyseliny, sacharidy, fenolické
slouceniny a proteiny. Slozeni a mnoZstvi exsudatl se 1181 v zavislosti na mnoha faktorech: druh
rostliny, vyvojové stadium rostliny, stresové faktory a podminky prostiedi (vlhkost, teplota, pH
a textura pudy). Kromé své ulohy ve vyzivé rostlin mohou kotfenové exsudaty ovliviiovat
zivotn¢ dulezité procesy v pudé, jako je pfeména organické hmoty, kolobéh Zivin a vyvoj
stabilni ptdni struktury [15, 16]

Biochemické reakce vyvolané mikroorganismy na rozhrani pida—kofen (tj. rhizosféra) hraji
dulezitou roli v rozkladu organické hmoty a biologické dostupnosti zivin pro rostliny [15, 16].

Rhizosférické mikroorganismy tedy uzce souvisi srostlinami a jejich vyvojem. Piehled
vzajemného plisobeni mikroorganismu a rostlin je uveden na Obrazku 2.
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spoleéenstvo

Obrazek 2: Vzajemné puisobeni rostlin a mikroorganismu v rhizosféfe [17].

2.1.6 Pudni organismy
Pida obsahuje obrovské mnoZzstvi rozmanitych zivych organismi, které ovliviuji razné
ekosystémové procesy. Pudni organismy (edafon) jsou tedy velmi dalezitou sloZzkou ptidniho
prostiedi a hraji zdsadni roli pfi vyvoji a tvorb& piidy. Mezi hlavni funkce, které organismy
zajist'uji patii [17]:

e rozklad a kolob¢h organické hmoty,

e regulace dostupnosti a pfijmu Zivin,

e detoxikace pudy,

e udrzovani struktury pudy a regulace hydrologickych procest,

e vymeéna plynu a ukladani uhliku,

e Kontrola rustu rostlin,

e kontrola sktidcii a chorob.

Edafon tvoii ptiblizné 10 % ptdni organické hmoty, zbylych 90 % sestava z mrtvé organické
hmoty a kofent rostlin [18, 19]. Mezi ptudni edafon fadime naptiklad bakterie, houby, zizaly,
mravence, Clenovce, prvoky, hlistice atd. Diky obrovské biologické rozmanitosti je plda
povazovana za nejveétsi genovy rezervoar na Zemi. Plida bez Zivych organismil neni ptidou, ale
pouhym substratem, ktery by nebyl schopen zajistit prosttedi pro vyvoj rostlin. Zastoupeni
jednotlivych skupin pidniho edafonu je proménlivé v zavislosti na pidnich vlastnostech
(Tabulka 1) [20, 21].
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Tabulka 1: Orienta¢ni hodnoty biomasy ptidnich organismi v zeméd¢€lskych pudach [18].

Skupina organismu Biomasa v kg-ha™
Bakterie a aktinomycety (aktinobakterie) 2 000-10 000
Houby 1 000-10 000
Mikrofauna a mezofauna 300-4 000
Zizaly 300-2 000
Makrofauna a megafauna 100-1 000

Rozdéleni pudnich organismii

Bézn¢ se edafon déli na fytoedafon (mikrofléra) a zooedafon (pidni fauna). Mikroflora
piedstavuje asi tfi ¢tvrtiny celkové suché hmotnosti edafonu a ptidni fauna tedy pouhou jednu
¢tvrtinu. Dale Ize padni organismy klasifikovat do skupin na zakladé rtiznych kritérii [19, 22]:

Trofické vztahy:

e Autotrofové: organismy schopné pfemény anorganického uhliku na organicky,
e Saprotrofové: organismy zivici se odumfelou organickou hmotou,

e Fytofagové: organismy konzumujici rostlinnou biomasu,

e Zoofagové: organismy konzumujici jiné zivoc€ichy.

Velikost (viz. Obrazek 3):

e Mikroedafon (mikroflora a mikrofauna),
e Mezoedafon (mezofauna),
e Makroedafon (makrofauna a megafauna).

Preferovana ptdni vrstva a Zivotni cyklus:

cey

e Euedafon: organismy stale zijici v ptidé, fauna spodnich vrstev pidy,

e Hemiedafon: organismy vyskytujici se ob¢as v pud¢, fauna svrchni vrstvy pudy,
e Protoedafon: organismy zijici v pud¢ jen urcita vyvojova stadia,

e Pseudoedafon: organismy vyskytujici se obCas v pidé — ukryt, zisk potravy,

e Tychoedafon: organismy vyskytujici se v ptidé nahodné,

cey

e Epigeon: organismy Zzijici na pudnim povrchu.
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Obrazek 3: Rozdéleni pudnich zivocichti podle velikosti (Sitky téla) [17].

2.1.7 Funkce pudy
Puda je spojenim mezi vzduchem, vodou, horninami a organismy a plni mnoho diilezitych
funkci. Mezi nejvyznamnéjsi funkce patii zejména [23, 24]:

e produkce biomasy,

e skladovani, filtrovani a pfeména Zivin, latek a vody,
e prostfedi pro plidni organismy,

e zdroj surovin,

e zasobarna uhliku,

e prostredi pro ¢loveéka a lidské ¢innosti.

2.2 Pudni mikroorganismy

Pudni ekosystém skryva nesCetné mnozstvi mikroorganismi. VétSina z nich je ptfitomna
biochemické reakce. Podle hmotnosti a poctu druhli jsou mikroorganismy hlavni sloZzkou
edafonu (zaujimaji ptiblizné 75-80 hm.% edafonu). Ackoliv v porovnani s celkovou hmotnosti
pady, tvoii jen pouhou tisicinu suché hmotnosti, maji zde nezastupitelnou roli [17]. Ucastni se
rozkladu organické hmoty, ovliviiuji procesy zvétravani hornin, zadrzuji v ptid€ Ziviny a hraji
dilezitou roli v kolobéhu zivin. Déle ovliviiuji také fyzikalni vlastnosti ptidy, napiiklad
produkci extraceluldrnich polysacharidii. Tyto materidly funguji jako pojiva, ktera stabilizuji
pudni agregaty, a tim ovliviwji kapacitu zadrzovani vody, rychlost infiltrace a nachylnost ke
zhutnéni pudy [25].

Mezi pudni mikroorganismy fadime bakterie, aktinomycety, houby, fasy, prvoky a viry.
V jednom gramu urodné pidy mohou byt az stovky milioni mikroorganismi, 2z nichz
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nejpocetnéj§imi skupinami jsou bakterie, nasledované houbami a aktinomycety [26].
Ptitomnost mikroorganismt a tim i kvalitu pidy ovliviiuje mnoho parametrti, mezi které radime
napiiklad obsah zivin v pudé, teplotu, vlhkost a pH pidy, aktivitu kofenii a pidni strukturu
a texturu.

2.2.1 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné organismy, jedna z nejjednodussich a nejmensich forem zivota.
Piidni bakterie jsou bud’ autotrofni (ziskdvaji energii z oxidace mineralnich ¢asti ptidy) nebo
Castéji heterotrofni — ziskdvaji energii a uhlik piimo z organické hmoty. Mnoho bakterii je také
schopno produkovat spory, jenz slouzi k dlouhodobému pfeziti v neptiznivych podminkach.
Diky své Cinnosti (rozklad organické hmoty, fixace dusiku atd.), schopnosti pfizptisobovat se
prostiedi a rychlému déleni jsou bakterie schopny rychle reagovat na zmény v pudé [27].

PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

Rhizobakterie podporujici rist rostlin (PGPR) jsou skupina bakterii, schopna aktivné
kolonizovat kotfenovy systém rostlin a zlepsit jejich rust, coz v disledku pozitivné ovliviiuje
vynos prostiednictvim riiznych ptimych i neptimych mechanismii. PGPR piedstavuji asi 2-5 %
ze vSech rhizosférickych bakterii. Diive bylo oznaceni PGPR pouzivano zejména pro
fluorescentni pseudomonady, které se podileji na biologické kontrole patogenti a podporuji rist
rostlin. Dnes se ale termin PGPR pouziva k oznacéeni vSech bakterii, Zijicich v rhizosféie, které
zlep3uji riist rostlin prostfednictvim jednoho nebo vice mechanismii. Siroka $kéla volné Zijicich
iasociativnich a symbiotickych druhii rhizobakterii byla hlaSena jako PGPR, nejvyznamnéj$imi
rody jsou Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas a Rhizobium [28].

Podle jejich vztahu k rostlinam 1ze PGPR rozdélit do dvou skupin: symbiotické bakterie a volné
zijici rhizobakterie. Dal$i moznosti déleni je podle jejich vyskytu: extracelularni rhizobakterie
podporujici rast rostlin (ePGPR) a intraceluldrni rhizobakterie podporujici rist rostlin (iPGPR).
iPGPR (tj. symbiotické bakterie) ziji uvniti rostlinnych bungk, kde produkuji metabolity a jsou
lokalizovany pfevazné uvnitt specializovanych modulérnich struktur kofenovych bunék.
Zatimco ePGPR (volné Zijici rhizobakterie) Ziji mimo rostlinné buiky (v prostorech mezi

burikami), ale pfesto ovliviiuji riist a vyvoj rostlin [28, 29].

Na zakladé zminénych vlastnosti maji PGPR potencial pfispét k rozvoji udrzitelnych
zemé&délskych systémil. Obecné plati, Ze funguji tfemi zplsoby: syntéza konkrétni slouc¢eniny
pro rostliny, usnadnéni vstiebavani nékterych zivin zpudy, zmirnéni nebo prevence
onemocnéni rostlin. Tyto déje nejsou zcela pochopeny, ale ptedpoklada se, ze podpora riistu je
spojena s témito mechanismy [29]:

e schopnost produkovat zivotné dulezity enzym, 1-aminocyklopropan-1-karboxylat
(ACC) deamindzu ke snizeni hladiny ethylenu v kotfenech vyvijejicich se rostlin, ¢imz
se zlepSuje rist kofend,

e schopnost produkovat hormony jako je auxin (tj. kyselina indoloctova — IAA), kyselina
abscisova (ABA), kyselina giberolova (GA) a cytokininy,

e fixace dusiku,

e produkce siderofort, B-1,3-glukanazy, chitinaz, antibiotik, fluorescencniho pigmentu
a kyanidu, jako antagonismus proti fytopatogennim bakteriim,
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e solubilizace a mineralizace Zivin (zejména fosfati),

e zvySena odolnost vii¢i suchu, salinit€, zamokieni a oxida¢nimu stresu,

e vyroba vitamind skupiny B rozpustnych ve vodé (niacin, kyselina pantothenova,
thiamin, riboflavin a biotin).

Zpusob, jakym mohou riizné PGPR ptisobit na okoli je ovlivnén podle typu hostitelské rostliny
(genotyp), vyvojového stadia rostlin, obrannych mechanismt rostlin a také dalSimi ¢leny
mikrobidlni komunity. Oproti tomu mezi abiotické faktory, které maji vliv na ptisobeni PGPR
patii sloZeni ptidy, hospodaieni s pudou a klimatické podminky [28].

2.2.2 Houby

Hojné zastoupeni mezi mikroorganismy maji také houby, které se fadi stejn¢ jako vétSina
bakterii mezi heterotrofni organismy. Nejbézné&jsi skupinou hub jsou plisné, schopné riistu ve
vSech prostfedich (preferuji v§ak mirné kyselé prostiedi). Houby jsou velmi vSestranné ve své
schopnosti rozkladu organickych zbytkli. Rozkladaji naptiklad celulozu, Skrob nebo lignin
ajsou obvykle Uc€innéjsi v porovnani s bakteriemi (do svych tél transformuji az 50 %
rozloZenych latek, kdeZto bakterie jen cca 20 %). Na rozdil od bakterii se ale houby nemohou
ucastnit nékterych procesu, jako je fixace dusiku nebo oxidace kovu [27].

2.2.3 Aktinomycety

Aktinomycety jsou skupinou bakterii, ktera svou morfologii pfipominaji plisné¢ (houby).
je napriklad lignin nebo chitin. Nejlépe se aktinomycety vyvijeji ve vlihké a provzdusnéné pudé,
jsou ale citlivé na kyselé pudni prostfedi. Nékteré aktinomycety jsou schopny produkovat
geosmin (organicka sloucenina zemité viin€ a chuti) a také antibiotika (naptiklad streptomycin),
které slouzi k potlaceni konkuren¢nich mikroorganismu [27].

2.3 Mikrobialni indikatory pro sledovani kvality pady

Mikroorganismy maji schopnost rychle reagovat na zmény prostiedi a jevi se tedy jako velmi
vhodné a citlivé indikatory v€asného varovani nebo prediktivni nastroje pro monitorovani stavu
pudy. Mikrobidlni indikatory zdravi plidy zahrnuji rozmanity soubor mikrobialnich méteni diky
multifunkénim vlastnostem mikrobidlnich spolecenstev v ekosystému.

2.3.1 Mikrobialni respirace

Pldni respirace, coZ je biologickd oxidace organické hmoty na CO2 aerobnimi organismy,
zaujima klicové postaveni v kolobéhu C a vraci fotosynteticky fixovany uhlik do atmosféry.
Vzhledem Kk tomu, ze pdni respirace pozitivné koreluje s obsahem organické hmoty v pude,
mikrobialni biomasou a mikrobialni aktivitou, vyuZivame tuto techniku ke kvantifikaci
metabolické aktivity pidnich mikroorganismu [25].

Me¢éteni pldni respirace je jednou z nejstarSich, ale stale nejcastéji pouzivanych technik pro
kvantifikaci mikrobidlnich aktivit v pud¢. Stanoveni produkce COz z pidnich vzorkid Ize
V laboratofi provést jednoduchymi a levnymi technikami, zalozenymi na alkalickych lapacich
CO: a nasledné titraci. Dalsi moznosti stanoveni produkce CO2 je pouziti sofistikovangjSich
automatizovanych pfistroji zalozenych na plynové chromatografii nebo infracervené
spektroskopii [25].
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Nicmén¢ respirace je silné ovlivnéna teplotou, vlhkosti a strukturou pudy, kdy piedaprava
a standardizace pidy pred méfenim respirace je nezbytna k minimalizaci vlivu téchto
proménnych. Z tohoto diivodu se méteni respirace provadi prevazné v laboratofich a jen velmi
malo v terénu [25].

2.3.2 Mikrobialni funkéni diverzita

Informace o struktuie a diverzité spoleCenstva jsou dulezité pro pochopeni vztahu mezi
enviromentalnimi faktory a funkcemi ekosystému. Meéfeni mikrobidlni diverzity je proto
doporuceno pii monitorovani kvality pudy a piedstavuje méfeni na arovni komunity [25].

Jednou z moZnosti méfeni mikrobialni diverzity je fyziologické profilovani na turovni
spolecenstvi (CLPP). Jedna se o rychlou a relativné levnou techniku, kterd spojuje mikrobidlni
funk¢ni rozmanitost v prostoru a Case se zmeénami prostiedi. Kuptikladu desticky Biolog
EcoPlates™ byly vyvinuty za tdelem analyzy funkéni rozmanitosti bakterialnich komunit
pomoci méfeni jejich schopnosti oxidovat uhlikové substraty [30].

2.3.3 Pudni enzymy

Dostupnost zivin a tim i zdravi pudy je ovlivnéno pfitomnosti puidnich enzymut (slozeni
a mnozstvi). Pidni enzymy jsou proteiny, které katalyzuji nespocet reakci v ptidach, hraji
klicovou roli v procesech rozkladu organické hmoty a slouzi jako bioindikatory biochemické
a mikrobialni aktivity [31]. Pfiklady ptudnich enzymu a jejich funkce v pidé jsou uvedeny
v Tabulce 2.

V zavislosti na jejich vyskytu mohou byt enzymy extracelularni nebo intracelularni. Dalsi
moznost klasifikace enzymu v biologickych systémech je zaloZena na typu probihajici reakce,
a je klasifikovana nasledovné: (1) oxidoreduktazy: oxidace — redukce, (2) transferazy: pienos
funkénich skupin, (3) hydrolazy: hydrolyza, (4) lydzy: eliminacni reakce, tvorba dvojné vazby
nebo adice dvojné vazby, (5) izomerazy: pieskupeni uvnitt molekul, (6) ligazy: tvorba vazeb
za soucasné¢ho Stépeni ATP. Mezi nej€astéji studované piidni enzymy fadime oxidoreduktazy
(zejména dehydrogenazy, katalazy a peroxidazy) a hydrolazy (fosfatdza, uredza a proteinaza).
Hlavnim zdrojem ptidnich enzymu jsou mikroorganismy, zivo¢ichové a rostliny [32].

Tabulka 2: Vyznamné enzymy v zemédélstvi a jejich funkce v pudé [33, 34].

Enzym Funkce v padé
fenoloxidaza humifikace organické hmoty
nitrogenaza fixace vzdusného kysliku
dehydrogenaza oxidace organické hmoty
fosfodiesteraza zptistupnéni fosforu rostlindm
ureaza zptistupnéni dusiku
amidaza mineralizace dusiku
peroxidaza detoxikacéni funkce
fosfataza zptistupnéni fosforu
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Jelikoz maji enzymy potencial rychle reagovat na zmény Zzivotniho prostiedi, je stanoveni
enzymov¢ aktivity velmi casto vyuzivanou metodou pro charakterizaci biologickych vlastnosti
pudy, pfedevsim jeji kvality. Méfeni enzymové aktivity pliidy je zaloZzeno na detekci degradace
substrati a tvorb¢ produktd, kde se vyuziva fady metod, v zavislosti na zpisobu detekce
(spektrofotometrie, fluorescence), reakénich substratech a podminkach (teplota, reakéni doba,
pufry). Enzymovy test miize byt pifimy, kdy je substrat ptidan do ptudy a vytvoieny produkt je
kvantifikovan, nebo nepiimy, kdy je enzym extrahovan z plidy a testovan az po oddéleni.
Extrahovani padnich enzymi je nevyhodou nepiimé metody, protoze nékteré ptdni enzymy
jsou vazany na pudni slozku, a nejsou tedy extrahovany tpln¢ [31].

Aktivita enzymu je ovlivilovana mnoha faktory, mezi které fadime mikrobialni rozmanitost
a biomasu, hydrotermalni podminky, pH, strukturni slozeni pudy, mnozstvi Zivin, Groven
zneCisténi a také zpiisob hospodareni (hnojeni, obména plodin). Nicméné kazdy enzym ma
optimalni hodnotu pH, pfi zmén¢ pH nad nebo pod hodnotu optima dochazi ke sniZeni
enzymové aktivity. Co se tyce vlivu teploty, ve vétsiné piipadli dochazi zvySovanim teploty ke
zvySeni aktivity enzymili. Enzymy jsou vSak proteinové molekuly, u kterych vyssi teplota
(>50 °C) zpusobuje denaturaci, a dochazi tak k poruseni proteinové struktury enzymu [35].

Dehydrogenazy

Dehydrogenazy se fadi mezi hlavni enzymy oxidoreduktdz, které oxiduji organické slouceniny
v pud¢ prenosem elektronit mezi substraty a akceptory. Tyto enzymy slouzi jako ukazatelé
mikrobidlniho metabolismu a jako indikétory biologické aktivity piid. Jedna se o hlavni skupinu
enzymu, jeZ jsou piitomny uvniti bunék a nehromadi se mimo buriku [36]. Nejbéznéjsim
laboratornim postupem pouzivanym pro stanoveni dehydrogenaz je metoda vyvinuta Casida
a kol. (1964), ktera vyuziva jako substrat trifenyltetrazolium chlorid, jehoz redukci vznika
trifenylformazan, ktery lze snadno kolorimetricky kvantifikovat [37].

Fosfatazy

Fosfor se nachdzi v pidé vétSinou v organické formeé, fosfatdzy katalyzuji hydrolyzu
organického fosforu pro zisk anorganické formy, jenz je pro rostliny dostupnéjsi. Fosfatazy
hraji tedy dulezitou roli v cyklu P a souvisi také se stresem P a ristem rostlin, diky ¢emuz jsou
dobrym ukazatelem urodnosti pidy. V pudach s nedostatkem fosforu se zvysuje sekrece kyselé
fosfatazy z kotent rostlin, aby se zvysila dostupnost fosfati pro rostliny [36]. Aktivita fosfataz
muze byt stanovena spektrofotometricky analyzou produkce p-nitrofenolu z p-nitrofenylfosfatu
(katalyzovaného fosfatazou) [38].

Uredza

Jedna se o extracelularni enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu mocoviny na NHz a CO». Ureaza
predstavuje az 63 % celkové enzymové aktivity v ptidé a Casto se vyuziva jako bioindikator,
kvuli své vysoké citlivosti na zmény vyvolané vnéj$im prostiedim [36]. Jeji aktivita mize byt
stanovena pomoci spektrofotometrického stanoveni amoniaku [39].

Fenoloxidazy

Plidni fenoloxiddzy jsou enzymy vyluCované pievazné mikroorganismy, které katalyzuji
oxidaci aromatickych sloucenin (napft. lignin), do 1épe dostupnych substrati. Tyto enzymy se
také podileji na procesech biodegradace a detoxikace nékterych aromatickych kontaminantt.
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Vzhledem k tomu, Ze jsou fenoloxidazy velmi citlivé na mnoho zne¢ist'ujicich latek, mohou byt
pouzity jako bioindikatory kvality a znecisténi ptidy. K méfeni aktivit fenoloxidaz v riznych
prostiedich se nejcastéji pouziva metoda L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) [40].

2.4 Biouhel

Biouhel miize byt definovan jako zuhelnaténa organickd hmota, produkovand nejcastéji za
ucelem aplikace do pudy (sekvestrace uhliku, zlepSeni pudnich vlastnosti) [41]. Jedna se
0 porézni uhlikaty materidl s vysokym stupném aromatizace a vysokou odolnosti proti
rozkladu. Biouhel vznika tepelnym rozkladem biomasy za omezeného piistupu kysliku a pro
jeho piipravu Ize pouzit Sirokou Skalu vstupnich surovin (zvifeci hntij, dievni Stépka, zbytky
plodin) [42, 43].

2.4.1 Vstupni biomasa

Biomasa se sklada ptevazné z péti primarnich slozek: celuldza, hemiceluloza, lignin, mensi
mnozstvi organickych tékavych latek a anorganické mineraly [44]. Tyto slozky mohou byt vak
pfitomny v riiznych pomérech v navaznosti na typu biomasy a také v zavislosti na klimatickych
podminkach ristu biomasy. Velkd rozmanitost potencidlnich surovin umoziuje produkovat
biouhly s zadanymi vlastnostmi s ohledem na jejich aplikaci [45]. Je prokazano, Ze ruzné
vstupni suroviny mohou vyznamné ovlivnit vlastnosti biouhlu (vytézek, obsah popela, obsah
prvku, funkéni skupiny, aromaticita, porovitost, specificky povrch atd.) [46]. Materialy vhodné
pro vyrobu biouhlu mohou byt naptiklad zbytky plodin po sklizni, skotapky ofechil, ovocné
pecky, bagasa (odpadni materidl z vyroby cukrové titiny), dale potravinaiské a lesni odpady
nebo rizné druhy hnoje. Vstupni biomasa vSak nesmi obsahovat vy$§i mnozstvi toxind,
zejména tézké kovy (Cd, Pb, As atd.), které se mohou nachazet v kalech z ¢istiren odpadnich
vod nebo v primyslovych odpadech [47]. Pii vybéru biomasy je dtlezita také jeji vlihkost, kdy
biomasa s vysokym obsahem vlhkosti vyzaduje vysoké teploty a energie k jeji pfeméné, coz je
finan¢né nakladné [42].

Celuldza, hemiceluloza a lignin maji charakteristické chovani pfi jejich tepelném rozkladu,
Vv zavislosti na rychlosti ohfevu. Hemiceluloza se rozkladéa nejdiive (220-315 °C), nasleduje
celuldza, jejiz rozklad zadina piiblizné pii 315 °C. Rozklad ligninu je specificky, za¢ina uz pfi
160 °C, ale probiha az do 900 °C (kvili velkému poctu funkénich skupin s odlisnou tepelnou
stabilitou) [45]. Vyssi podil ligninu v biomase (dievni §tépka) vede K vyssimu vytézku biouhlu,
zatimco niz§i stabilita celulozy a hemicelulézy vyznamné pfispivd k vytézku
kondenzovatelnych plyni [48]. Je nutno podotknout, ze zvifeci hnlj neobsahuje zadné
vyznamné mnozstvi téchto slozek, tudiZ biouhel vyrobeny z této biomasy musi byt posouzen
v ramci jinych kritérii [49].

Anorganicky obsah biomasy zahrnuje elementarni Ziviny jako je dusik (ve form¢ dusitantl),
fosfor (ve form¢ fosfore¢nantl) a draslik, v mensi mife také siru, kiemik a kovy alkalickych
zemin. Pokud je vstupnim materialem naptiklad hntj, ziskdme biouhel s vy$$im obsahem Zivin

pro rostliny (vyssi obsah popela) a niz§im obsahem uhliku, naopak je tomu naptiklad u dievni
biomasy [45, 48].
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2.4.2 Termochemické procesy konverze biomasy a vyroba biouhlu

Biouhel se vyrabi termochemickou pfeménou biomasy na pevné (biouhel), kapalné (bioolej)
a plynné (syngas) produkty. Vyrobni techniky vyuzivané pro zisk biouhlu zahrnuji pyrolyzu
(pomala, rychla, bleskovd), zplynovani a nizkoteplotni termochemické pfemény (hydrotermalni
karbonizace a torefikace) [42]. Pfehled technik pro pfeménu biomasy znazornén na Obrazku 4.

HYDROTERMALNI
KARBONIZACE
TOREFIKACE I
NIZKOTEPLOTNI HYDROTERMALNI
PROCESY HYDROTERMALNI ZKAPALNOVANI
PROCESY HYDROTERMALN
. : ZPLYNOVANI
— POMALA PYROLYZA
- . ,
g | RYCHLA PYROLYZA
E I BLESKOVA PYROLYZA
R — PYROLYZA —
— VAKUOVA PYROLYZA
—l SPALOVANI I
Obrazek 4: Technologie termochemické konverze biomasy-upraveno [50].
Zplyfiovani

Zplynovani je proces rozkladu biomasy na plynné produkty (syngas), probihajici pfi teplotach
nad 800 °C za pfitomnosti ¢inidel (kyslik, vzduch, para). Cely tento proces zahrnuje nékolik
krokii: suseni, pyrolyza, oxidace/spalovani a nakonec zplynovani. Hlavnim produktem je
syngas, skladajici se hlavné z oxidu uhli¢itého, oxidu uhelnatého, vodiku, methanu a dusiku.
VedlejSimi produkty zplyfovani jsou kapalné (dehet a olej) a pevné (uhel a popel) latky.
Vzhledem k tomu, Ze zplynovani je zaméteno na vyrobu ptedev§im plynnych produktu,
vytézek biouhlu se pohybuje pouze okolo 5-10 hm.% [51, 52].

Pyrolyza

Jak jiz bylo uvedeno, nejvhodné€jsi metodou ptipravy biouhlu je pyrolyza. Jednd se
0 termochemicky proces, pii kterém je vstupni biomasa pfeménéna na kapalny, plynny a pevny
produkt. Dochazi k zahtivani organickych materialti (biomasa) na teploty vyssi nez 400 °C
Vv nepfitomnosti kysliku [53]. Atmosféra bez kysliku umozinuje zahtat biomasu na teplotu, ktera
je nad mezi termické stability, coz vede k tvorbé stabilnich produktti a tuhého zbytku.
Vytvotenim prostiedi bez kysliku je také zajiSténo, Ze pti ohfevu biomasy nedojde ke spalovani.
Pyrolyza se v podstaté€ sklada ze dvou fazi, oznacovanych jako primarni a sekundarni faze. Pti
primarni pyrolyze se biomasa rozstépi a devolatilizuje na hlavni slozky piisobenim tepla. V této
fazi se také formuji ruzné karboxylové, karbonylové a hydroxylové skupiny. Proces
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devolatilizace zahrnuje hydrataci, dekarboxylaci a hydrogenaci biomasy. Po dokonceni
primarni pyrolyzy zacina sekundarni pyrolyza, ve které dochazi ke krakovéani sloucenin
s vysokou molekulovou hmotnosti, jez pfeménuji biomasu na pevny produkt (biouhel) nebo
plynny produkt (syngas) (CHs, CO, CO: atd.). N¢které tékavé biomolekuly znovu kondenzuji
a vznika kapalnych produkt (bioolej). Vysledné vlastnosti biouhlu (fyzikalni, chemické
a mechanické vlastnosti) jsou potom funkci n€kolika parametri, jako jsou reakéni podminky
(reak¢ni teplota, reakéni doba, rychlost ohievu), okolni prostiedi (typ nosného plynu, pratok
nosné¢ho plynu), biomasa (typ biomasy, obsah vlhkosti, velikost Castic) a dalsi faktory
(katalyzator, typ reaktoru) [54].

V zavislosti na provoznich parametrech lze pyrolyzu rozdélit na pomalou, rychlou a bleskovou.
Pomala pyrolyza je konvencnim typem pyrolyzy, vyznacuje se pomalou rychlosti ohievu (0,1—
1 °C za sekundu) a dlouhou dobou zdrzeni (5-30 minut). Probiha pfi teplotach v rozmezi 400—
500 °C. Diky témto podminkam ziskdme vys§i vytézek biouhlu (az 35 hm.%). Pfi rychlé
pyrolyze se biomasa zahtiva na teplotu 850-1250 °C s rychlosti ohfevu 10-200 °C za sekundu
po velmi kratkou dobu (1-10 sekund). Dochazi ke vzniku obvykle 60-75 % kapalného
produktu (bio-olej), 15-25 % pevného produktu (biouhel) a 10-20 % plynnych produkti. Tento
typ pyrolyzy je vyuZzivan za uc¢elem produkce bio-oleje (hmotnostni slozeni produktti pyrolyzy
Vv zavislosti na typu pyrolyzy je znazornéno na Obrazku 5). Bleskovou pyrolyzu lze povazovat
za modifikovanou formu rychlé pyrolyzy, kdy teploty potiebné pro degradaci slozek biomasy
dosahuji rychlosti zahtivani fadové 1000 °C za sekundu. Teplota pyrolyzy se pohybuje okolo
900-1200 °C a doba zdrzeni je pouhych 0,1-1 sekund. Tyto podminky vedou tedy k vysokému
vytézku kapaliny (vytéZnost pevného produktu klesd). Bleskova pyrolyza se potykd vsak
s n¢kolika problémy, napftiklad snizeni stability a kvality bio-oleje v disledku ptitomnosti
¢asteCek popela a uhli. Uhli pfitomné v bio-oleji mize potom katalyzovat polymeraci
Vv kapalném produktu, ¢imz dochazi ke zvyseni jeho viskozity [54].

Slozeni produktu (hm.%)
POMALA
—» PYROLYVZA 35 30 35
(hez kysliku)
RYCHLA
_"P’YR OLVZA 10 70 20
(hez kovsliku)
ZPLYNOVANI
(Easteina oxidace) 10 5 85

Obrazek 5: Srovnani slozeni produktl pyrolyzy a zplynovani — upraveno [52].

Torefikace

Torefikaci (nizkoteplotni termochemickou pfeménu) Ize také oznacit jako mirnou pyrolyzu. Je
to proces, pii kterém dochazi k odstranéni vlhkosti, oxidu uhli¢itého a kysliku z biomasy.
Pifeména probiha v inertni atmosféie (bez pristupu kysliku) pii teploté 200-300 °C, kdy dochazi
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k depolymerizaci dlouhych polysacharidovych fetézct. Torefikace se Casto vyuziva jako
pieduprava ke zlepsSeni termochemickych vlastnosti biomasy pouzivané pro dalsi zpracovani
(spalovani, zplynovani atd.) [52, 55].

Hydrotermalni procesy

Existuje spousta vstupnich surovin, které maji vysoky obsah vlhkosti a musi byt pred
samostatnym procesem pyrolyzy susSeny, coz je nakladové nevyhodné. Hydrotermalni
karbonizace se tedy jevi jako slibna technika pfemény biomasy bez nutnosti suseni [56]. Jedna
se o nizkoteplotni termochemicky proces probihajici pii teplotaich 180-250 °C, kde je
produktem hydrouhel (uhel vznikly mokrou cestou). Stejné jako v piipad¢ pyrolyzy, vstupni
biomasa, reak¢ni teplota a reak¢ni doba hraji diilezitou roli pti definovéni vlastnosti hydrouhlu
[57]. Hydrouhel, bohaty na uhlik, mize byt pouzit jako: palivo, vstupni surovina pro
zkapalnovani, adsorbent nebo ptdni piisada pro obohaceni pidy Zivinami [58].

Hydrotermalni procesy zahrnuji mimo hydrotermalni karbonizaci také hydrotermalni
zkapalnovani a zplynovani. Zkapaliiovani probiha pii teploté 250—400 °C za vzniku bio-oleje
a produktem zplynovani jsou syntetické plyny (CO, CO2, Hz a CHa) vznikajici pfi teploté nad
400 °C [51].

2.4.3 Elementarni sloZeni

Jelikoz se biouhly vyrabéji z biomasy, ocekava se, ze budou mit vysoky obsah uhliku a budou
obsahovat fadu rostlinnych makrozivin (N, P, K, S, Ca a Mg) a mikrozivin (Mn, Zn, Cu, Fe, B,
Mo, CI, Si). Jak jiz bylo uvedeno, slozeni biouhlu zavisi na povaze vstupnich surovin
a provoznich podminkach pyrolyzy, a tedy je obtizné jej jednoznaéné definovat [59].
V porovnani se vstupni biomasou 1ze obecné fict, Ze ve vétsiné piipadi obsah uhliku v biouhlu
se zvysil, kdeZzto naptiklad u kysliku a vodiku doslo k poklesu koncentrace téchto prvkl (ve
srovnani se vstupni biomasou). U dusiku lze pozorovat mirny narlst koncentrace, taktéz
V porovnani s puvodni biomasou [49]. Dle provedenych prizkumu, v biohlu se obsah uhliku
pohybuje mezi 17-90 hm.%, dale dusik se zde vyskytuje v rozmezi 0,18-5,6 hm.% a naptiklad
draslik je v biouhlu zastoupen z 0,1-5,8 hm.% [59]. Obsah vodiku se pohybuje mezi 1-5 hm.%
a kyslik v rozmezi 0,01-39,2 % [60, 61].

2.4.4 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vlastnosti biouhlu jsou vysledkem pouzitych vstupnich surovin a také podminek ptipravy, kdy
nejvetsi vliiv ma teplota. Fyzikalné-chemické vlastnosti (CEC, specificky povrch, hodnota pH,
pérovitost atd.) nelze tedy jednoznacné definovat. Provedené studie vSak ukazuji trendy, diky
nimz je mozné konstatovat, ze CEC (kationtova vyménna kapacita), obsah t€kavych latek
a pocet kyselych funkénich skupin klesaji s rostouci teplotou pyrolyzy. Naopak hodnota pH,
specificky povrch poérovitost a obsah uhliku se s rostouci teplotou zvysuji. Ztrata funkénich
skupin a zvySeni porovitosti jsou velmi dilezitymi vlastnostmi biouhlu, protoZe ztrata
funkénich skupin ma vliv naptiklad na zvySovani hodnoty pH a také na hydrofobnost biouhlu.
Porovitost zase ovliviiuje vlastnosti jako jsou hustota, CEC, mechanicka stabilita a schopnost
zadrzovat vodu. Co se ty¢e vstupnich surovin, dilezitymi parametry, jez ovliviiuji vysledné
vlastnosti jsou vlhkost biomasy a obsah ligninu a celul6zy ve vstupni biomase [49, 62]. Klicové
vlastnosti a jejich vyznam jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 3).
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Tabulka 3: Souhrn vlastnosti biouhlu a jejich vyznam [49, 63].

Fyzikalné-chemické

vlastnosti Vyznam
Specificky povreh Specificky povrch indikuje vetsi vadsorpcm kapacitu a schopnost biouhlu
zadrzovat vodu.
Pérovitost Porovitost spolu se specifickym povrchem ovliviuji interakci biouhlu

S okolnim prostedim a pouziti biouhlu jako sorbentu.

Objem pord a distribuce Objem pori a distribuce velikosti por vyznamné ovlivituji hydrofobni
velikosti pora charakter a schopnost zadrzovat vodu.

Nizka hustota a vysoka poérovitost znamenaji nizkou hmotnost na

Hustota jednotku objemu. Sypka hustota je dilezita pro pfepravu a manipulaci.
Indikator zasaditosti (nebo kyselosti biouhlu. Vlastnost dilezita pro
Hodnota pH A o
aplikaci do pudy.
Obsah tékavych latek Obsah tekavych latek odrazi labilni frakci biouhlu.

Obsah uréity anorganickych prvki (Ca a K) v biouhlu je dulezity pro

Obsah a slozeni popela vyuziti v zem&d&lstvi (zvySovani kvality pady).

Kationtova vyménna

. Ukazatel vlivu biouhlu na trodnost pidy.
kapacita

Hydrofobnost a schopnost

y Indikator schopnosti zadrzovat vodu a sniZovat vodni stres rostlin.
zadrzovat vodu

Povrchové funkéni Typ a mnozstvi funkénich skupin ovlivituje zasaditost biouhlu,
skupiny schopnost neutralizovat kyseliny v ptdeé.

Indikace vzpurnosti biouhlu pii uréité aplikaci (sekvestrace uhliku) za

Stabilita . ] " .
riznych podminek, v ¢asovém méfitku.

2.5 Aplikace biouhlu do pidy
Nejcastéji nachazi biouhel vyuziti v agronomickych aplikacich, kde slouzi jako pidni
kondicionér a zlepSuje fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy a jeji urodnost.

2.5.1 Vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti piady

Obecné plati, ze po aplikaci biouhlu do pudy dochazi ke zlepSeni fyzikalnich a chemickych
vlastnosti pudy (pH, ziviny, kapacita vymény kationtd atd). Nékteré provedené studie uvadéji,
ze biouhel v pidé zvySuje porovitost plidy, snizuje jeji objemovou hmotnost a zlepSuje agregaci
a zadrzovani vody. V n¢kolika ptipadech bylo také prokazano zlepSeni vodni retence ptud po
aplikaci biouhlu, a to diky jeho vysoké porozité. Déle biouhel snizuje kyselost piid (diky jeho
alkalické povaze), ma pozitivni vliv na kapacitu vymény kationtti (CEC) a elektrickou vodivost
pudy [43]. Aplikace biouhlu do pidy mize v neposledni fadé vyrazné zvysit dostupnost
hlavnich kationtl (K, Mg, Ca, Mn, Zn, Cu), které jsou nezbytné pro rist rostlin. Je vSak nutné
podotknout, Zze nadmérné mnozstvi biouhlu pfidaného do pidy miiZze mit i nepfiznivé Gcinky
na fyzikalni a chemické vlastnosti a tim mize byt negativné ovlivnén rast rostlin [64].

2.5.2 Vliv na pudni biologické vlastnosti

Utinky biouhlu na fyzikalng-chemické vlastnosti paidy p¥imo nebo nepfimo ovliviiuji padni
mikrobialni aktivitu. Vysoce aromaticka uhlovodikova struktura a povrchové vlastnosti biouhlu
se stavaji stanovistém pro piidni mikroorganismy (fasy, bakterie, houby) a poskytuji Ziviny pro
mikrobidlni rast.

22



VétSina provedenych studii prokazala, ze piidavek biouhlu méni diverzitu pudnich
mikroorganismti. Na jedné strané je toto zjiSténi pficitano skutecnosti, Ze povrch biouhlu
obsahuje ¢aste¢né rozpustné zdroje uhliku a dusiku, které prispivaji k mikrobidlni aktivité. Na
druhé stran€ maji pory biouhlu znaénou variabilitu. Struktura pora a velky specificky povrch
mohou uklddat vodu a Ziviny a stat se tak mikroprostfedim, kde mohou mikroorganismy zit
(Obrazek 6). Pridani biouhlu tak ovliviiuje zmény biomu a cirkulaci pidni organické
hmoty [64].
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Obrazek 6: Porézni struktura biouhlu — vhodné prostiedi pro mikrobialni kolonizaci [65].

Co se tyce pudnich enzymi, jejich aktivita byla po pfidani biouhlu do plidy v mnoha ptipadech
zvysena. Uloha biouhlu souvisejici s aktivitou ptidnich enzymi je slozita, protoze biouhel mize
pfimo 1 nepifimo ménit kinetiku piidnich enzyml modifikaci fyzikaln&-chemickych vlastnosti
(obzvlaste porozita a hodnota pH). Mezi faktory, jez aktivitu pidnich enzym ovliviiuji fadime
typ biouhlu (vstupni suroviny, teplota pyrolyzy), typ pudy a skupiny enzymd, které jsou v pudé
ptitomny [66].

Zavérem lze fict, ze porézni struktura biouhlu poskytuje prostfedi plidnim mikroorganismim,
zlepsuje biologickou aktivitu a diverzitu pidy a podporuje tvorbu ptidnich agregati. ZvysSeni
bakterialni aktivity, zejména bakterii fixujicich dusik, je prospésné také pro chemickou aktivitu
pudy. Tak jako u fyzikalnich a chemickych vlastnosti pudy, i zde plati, ze ne vzdy pfidani
biouhlu podpofi zvyseni pidni mikrobidlni biomasy a celkové zlepsi biologické vlastnosti
pudy [64].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vzhledem ke stale rostouci populaci a rychlému vycerpavani organické hmoty a zivin z ptdy
je udrzeni zemé&d¢€lské produktivity celosvétovou vyzvou. Je tieba najit vhodné, a predevsim
udrzitelné postupy, jak zlepSit rodnost, produktivitu a biochemickou kvalitu pidy. V tomto
ohledu se stale Castéji setkavame S vyuzitim biouhlu jako ptidniho kondicionéru. Jak jiz bylo
zminéno V predeslych kapitolach, biouhel ptfidany do pudy zlepsSuje fyzikalni, chemické
a biologické vlastnosti pady a tim zvySuje jeji urodnost a produktivitu. Zejména v delSim
casovém horizontu zvysuje biouhel agregaci pidy, zadrzovani vody, pH a mikrobidlni aktivitu,
¢imz zlepSuje celkovou kvalitu pidy a potencidlné pomaha snizovat potiebu chemickych
hnojiv.

Béhem poslednich 15-20 let bylo provedeno nespocet studii zamétujicich se pravé na aplikaci
biouhlu do pidy. Rozmanitost experimentt a lokalit popsanych v publikované literatuie vsak
zté€zuje shrnuti G€inki na piidni biomasu a vyvozeni jednozna¢nych zavéra. V mnoha piipadech
jsou vysledky experimenti protichtidné a zamétuji se pouze na jeden faktor vice faktorového
systému. Jiz vicekrat v této praci bylo zminéno, ze rozsah ucinka biouhlu se 1isi v zavislosti na
vlastnostech pldy, podminkach prostfedi, typu biouhlu, aplika¢ni davce biouhlu a mnoha
dalsich biotickych a abiotickych faktorech. Tento fakt je tedy potfeba vzit v ivahu pfi
hodnoceni vlivu biouhlu na piidni charakteristiky a celkovou kvalitu ptudy.

Doposud mnoho studii prokazalo, Ze biouhel aplikovany do pidy plsobi pfiznivé na rlst
a produktivitu rostlin. Uzoma a kol. [67] zkoumali vliv pfidavku biouhlu na produktivitu
kukufice seté (Zea mays) v pisc¢ité pudeé. K experimentu pouzili biouhel vyrobeny z kravského
hnoje v aplika¢nich ddvkach 0, 10, 15 a 20 t-ha 1. Béhem kultivace zaznamenavali vy$ku rostlin
a pocet listt v riiznych stadiich ristu (6, 15, 24, 38, 48, 55 a 85 dni po vykliceni). Po ukoncéeni
a vyhodnoceni experimentu dosli k zadvérim, ze aplikace biouhlu do pidy zlepsila fyzikalné-
chemické vlastnosti piidy (hydraulické vodivost, pH, celkovy C, celkovy N) a také zvysila rist
a vynos rostlin (ve srovnani s kontrolou: 0 t-ha™?). Vyznamné pozitivni u¢inky biohlu na
celkovou vysku rostlin a pocet listi byly pozorovany v rliznych stadiich rlstu, pficemz
nejlepsich vysledkdi bylo dosaZeno s pfidavkem biouhlu v aplikaéni davce 15 t-ha™.
Posouzenim vlivu biouhlu na piidni vlastnosti a rist rostlin kukufice seté¢ se zabyvali také
Tanure a kol. [68] a Syuhada a kol. [69], v obou ptipadech doslo po aplikaci biouhlu (v riznych
aplika¢nich davkach) v kombinaci s anorganickym hnojivem NPK ke zlepseni tirodnosti pudy
a podpofteni ristu rostlin.

V systému puda — rostlina jsou posuzovany piedev§im mikrobiologické vlastnosti rhizosféry.
Studiem pusobeni biouhlu na ptdni mikrofléru se pii polnich pokusech zabyvali Halmi
a kol. [70], ktefi biouhel aplikovali do ptidy v davce 20 t-ha™®. Posuzovanymi parametry tohoto
experimentu byly fyzikalné-chemické vlastnosti pidy (pH, CEC, organicky C), mikrobialni
biomasa (C, N) a aktivita sedmi enzymu (celulaza, endoglukanaza, -glukosidaza, xylanaza,
invertaza, fenoloxidadza a peroxidaza). Vysledky studie ukazaly, Ze biouhel aplikovany do pudy
mél pozitivni ucinky na fyzikalné-chemické vlastnosti pudy (zvysSeni obsahu organického C,
pH, CEC) a podpofil jeji mikrobialni hojnost. Co se tyce aktivity enzymu, Ve srovnani
s kontrolni ptidou byly v ptidach osetienych biouhlem pozorovany vyznamné zmény aktivity
(zvySeni aktivity) u B-glukosidazy, xylanazy a invertazy. Aktivita celulazy, endoglukandzy
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a lignolytickych enzymt (fenoloxiddza a peroxiddza) nebyla po pifidavku biouhlu nijak
vyznamné ovlivnéna. Aktivitu pidnich enzymu v piadach s piidavkem biouhlu sledovali také
Jabborova a kol. [71], kteti k tomu pouzili biouhel, pochazejici z dfevni biomasy, ve ¢tyfech
aplikacnich davkach (0 hm.%, 1hm.%, 2hm.% a 3 hm.%). Experiment byl provadén
V laboratornich podminkach v kvétina¢ich po dobu 35 dni. Po oSetieni pidy biouhlem
(2hm.%) se vyznamné zvysila aktivita fosfatazy oproti kontrole (0 hm.%). Dale byla
u aplikacnich davek 2 a 3 hm.% zvySend aktivita hydrolazy a také aktivita fenoloxidazy (az
0 témet 50 %). Vliv biouhlu na zménu biologickych vlastnosti a stav Zivin v pidé posuzovali
také Karimi akol. [72], ktefi pouzili biouhel vyrobeny z kukufi¢nych zbytkd pfi riznych
teplotach (200, 350 a 500 °C), jenz byl aplikovan do pidy v mnozstvi 1 hm.% a2 hm.%.
Vysledky ukazaly, Zze nejvhodnéjsi variantou za podminek tohoto experimentu se zda byt
biouhel vyrobeny pii 200 °C, protoze doslo k nejvyraznéj§imu zvySeni CEC pudy,
organického C, dostupnosti mikronutrientli, mikrobidlni biomasy a aktivity kataldzy
a dehydrogendzy.

V soucasné dobé je také znacna pozornost vénovana kombinaci biouhlu s rhizobakteriemi
podporujicimi rast rostlin. Soubézné aplikace PGPR a biouhlu nabizi udrzitelnou, ndkladové
efektivni a ekologickou techniku pro zvySeni produktivity plodin a zlepSeni kvality pudy.
Dokonce i za normalnich podminek muze tato kombinace pusobit synergicky na zlepSeni
pudnich vlastnosti, a snizit tak potiebu chemickych hnojiv [73, 74, 75]. Napiiklad Ullah a kol.
[76] provedli studii za ucelem posouzeni integrované¢ho ucinku biouhlu a PGPR na rust
a fyziologii kukufice pii riznych deficitnich zavlazovanich. Vysledky ukazaly, ze jak rist, tak
fyziologie rostlin kukufice byly siln¢ ovlivnény zavlahovymi podminkami. Bylo zjisténo, ze
ptidani biouhlu a PGPR spole¢né mélo ve srovnani s jejich samotnou aplikaci synergicky vliv
nejen na rust a fyziologii kukufice (hodnocena byla vyska rostlin, plocha listii, pocet list,
cerstva a suchd hmotnost vyhonki a kotfentl), ale také na zlepSeni chemickych vlastnosti ptidy
(obsah organické hmoty, dostupnost Zivin NPK). K podobnym zavérim dospéli také Ahmad
a kol. [77], kteti hodnotili vliv biouhlu v kombinaci s PGPR na rist kukufice seté a biologické
vlastnosti alkalické pudy. Tato studie potvrdila, ze integrované pouziti biouhlu spolu s PGPR
zvysilo obsah pldni organické hmoty a pozitivné ovlivnilo rist rostlin (vyska rostlin, vynos
a kvalita plodin). Zatimco Wang a kol. [78] se zamé&fili na vliv biouhlu aplikovaného s PGPR
na slozeni pudnich mikrobialnich spolecenstev. Jejich studie ukazala, Ze biouhel v kombinaci
S PGPR vyznamné zvysuje diverzitu mikrobialni komunity a také aktivitu pidnich enzymu.
U fady provedenych experimentd byl potvrzen pozitivni vliv biouhlu a PGPR pfi aplikaci do
pudy, k prozkoumani potencialu kombinované aplikace PGPR a biouhlu pro udrzitelné zlepseni
kvality pudy a zemé&délské produktivity je vSak zapotiebi dalSich studii.
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4 CILPRACE

Cilem diplomové prace je posoudit, zda ma biouhel pfidavany do pudy vliv na vybrané
mikrobiologické charakteristiky pidy, a tim i na jeji vitalitu a urodnost. Je potieba v prvni fadé¢
na zéklad¢ literarni reserse zvolit a také optimalizovat techniky potfebné pro posouzeni vlivu
aplikace biouhlu na jiz zminované mikrobiologické pldni charakteristiky. Dale je nutné
definovat vhodny soubor vzorki (biouhel, pida), jez byly vystaveny plisobeni biouhlu a hlavni
¢asti prace je samotnd realizace zvolenych testli mikrobialni a enzymatické aktivity, zpracovani
vysledkd, kritické hodnoceni namétenych a zpracovanych dat a také formulace zévéri
s ohledem na zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky modelové pludy a jeji urodnost
béhem realizovaného péstebniho experimentu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie a materialy
e 3,4-dihydroxy-L-fenylalanin (L-DOPA) (Sigma-Aldrich, CAS: 59-92-7),
e 3-indoloctova kyselina (Sigma-Aldrich, CAS: 87-51-4),
e Agar Powder (Himedia, CAS: 9002-18-0),
e Bromthymolova modf (Sigma-Aldrich, CAS: 76-59-5),
e Cetrimoniumbromid (Sigma-Aldrich, CAS: 57-09-0),
e Dihydrat chloridu vapenatého (Penta, CAS: 10035-04-8),
e Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich, CAS: 10102-40-6),
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, CAS: 7778-77-0),
e Fosfore¢nan vapenaty (Sigma-Aldrich, CAS: 7758-87-4),
e Glukoéza (Lach-Ner, CAS: 50-99-7),
e Glycerol (Penta, CAS: 56-81-5),
e Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner, CAS: 10034-99-8),
e Hexahydrat chloridu hotfe¢natého (Panta, CAS: 7791-18-6),
e Hexahydrat chloridu Zelezitého (Sigma-Aldrich, CAS: 10025-77-1),
e Hydrogenfosfore¢nan didraselny (Lach-Ner, CAS: 7758-11-4),
e Hydrogenfosfore¢nan disodny (Sigma-Aldrich, CAS: 7558-79-4),
e Hydroxid draselny (Penta, CAS: 1310-58-3),
e Hydroxid sodny (Penta, CAS: 1310-73-2),
e Chlorid draselny (Lach-Ner, CAS: 7447-40-7),
e Chlorid sodny (Lach-Ner, CAS: 7647-14-5),
e Chrome azurol S (Sigma-Aldrich, CAS: 1667-99-8),
e Kiyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CAS: 7647-01-0),
e Kiyselina octova (Lach-Ner, CAS: 64-19-7),
e Kyselina sirova (Lach-Ner, CAS: 7664-93-9),
e L-tryptofan (Sigma-Aldrich, CAS: 73-22-3),
e Peptone (Himedia, CAS: 91079-40-2),
e Peroxid vodiku (Penta, CAS: 7722-84-1),
e Piperazin bezvody (Sigma-Aldrich, CAS: 110-85-0),
e Sachardza (Penta, CAS: 57-50-1),
e Siran amonny (Sigma-Aldrich, CAS: 7783-20-2),
e Yeast extrack powder (Himedia, CAS: 8013-01-2).

Vsechny pouzité chemikalie v této praci byly Cistoty p.a. a Vetsi.

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Vahy, d=0,01 g, (MERCI, s.r.0.),

Vahy, d=0,0001 g, (Pioneer),

Thermo — Hydro metr (VERK, Digitalni teplomér HTC-2),

pH metr (METTER TOLEDO, S47 SevenMulti),

Kultiva¢ni box (Probox BASIC 80, 80x80x160 cm),

Manualni spinaci hodiny (Elektrobock ZS10)

Osvitové lampy (Viparspectra V900 Reflector, Viparspectra V300 Reflector),
Kvétinace (Toku kvétinac 1500 ml, zakoupeno: Specidlni zahradnictvi—-Radek Tichy),
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e ELISA Synergy HTX multimode reader (Bio Tek),
e Magneticka michacka (Kartell, TKO),

e Centrifuga (Boeco),

e Centrifuga (Hettich),

e Laminarni box Aura mini (BioAir instrument),

e Vortex (Benchmark),

Temperovana tfepacka Heidolph (Labicom),
Temperovany biologicky inkubator (Binder),
Spektrometr UV-VIS (Unicam),

e Bé&zné laboratorni sklo a pomucky.

5.3 Charakteristika pouzitych pid

Pro tento experiment byly pouzity dva druhy pid, které maji v porovnani s ptdami v Ceské
republice niz$i obsah organické hmoty (pod 2,5 hm.%). Jedna se o bézné ptdni typy vyskytujici
se na uzemi Ceské republiky. Prvnim typem je pis¢itd aridni pada (regozem), odebrana
Vv lokalit¢ Hodonin-Panov (48.878150°N, 17.132275°E). Druh4 ptda je arenickd cernozem
Z oblasti Zabgice u Brna (49.006433°N, 16.591367°E). Vzorky téchto pid byly odebrany
28.5. 2020, ze svrchni vrstvy piady a poslouzily jako zdrojové matrice pro realizaci
dlouhodobych kultiva¢nich experimenti (viz. kapitola 5.5).

5.4 Charakteristika pouZzitého biouhlu

Na zakladé piedchozich kultiva¢nich experimentd Vramci pracovis$té byl pro posouzeni
dlouhodobého ptlisobeni biouhlu na fyzikalné-chemické a mikrobiologické charakteristiky ptidy
vybran biouhel Pflanzenkohle (Sonnenerde GmbH). Jedna se 0 vzorek biouhlu s evropskym
certifikaitem EBC (European Biochar Certificate) pro vyuziti v zeméd¢€lstvi. Pouzity biouhel
byl vyroben z obilnych slupek, slune¢nicovych slupek a ovocnych kalt, kdy pyrolyza probihala
20 minut pii teploté max. 650 °C.

Do pidy byl biouhel aplikovan uvnit semipermeabilnich pytli¢ki z polypropylenové tkaniny
(propustné pro vodu a latky rozpusténé ve vode) v davce 20 g biouhlu na 1 kg pudy.

5.5 Péstebni experimenty

Prvni cyklus kultivace rostlin probéhl jiz v ramci bakalaiské prace [79], kdy bylo do vsech
kvétinacl navazeno 1000 g pudy, ptidano doporuc¢ené mnozstvi perlitu (250 ml) a také biouhel
Vv aplikacni davce 20 g (kontrolni ptidy byly bez biouhlu). Na zaklad¢ literarni reSerSe tato davka
(20 g-kg!) predstavuje konvenéni davku biouhlu vyuZivanou pro aplikaci v zemédglstvi. Jako
modelova rostlina byla na zaklad¢ literarni reSerSe zvolena kukufice seta (Zea mays). Kultivace
probihala v péstebnim boxu S osvitovymi lampami. Lampy byly vybaveny automatickym
spinacem a kazdy den se zapnuly v 6:15 a vypnuly v 18:30 (tyto hodnoty piedstavuji primérnou
dobu vychodu a zapadu slunce v Ceské republice). Zavlazovani probihalo t¥ikrat tydné odstatou
kohoutkovou vodou. Pti tomto nastaveni probihala fizena kultivace po dobu vegetaéniho cyklu
rastu rostlin (cca 3 mésice). Bliz$i detaily nastaveni experimentu je mozné nalézt v ramci
predchozi bakalatrské prace [79]. Nasledné byl v ramci pracovisté tento proces opakovan na
stejnych vzorcich ptid v opakovanych kultivacnich cyklech kukufice seté po celkovou dobu
experimentu v délce 2 roky.
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Pro ucely posouzeni vlivu biouhlu na vybrané mikrobidlni charakteristiky pad v ramci této
diplomové prace byly vyuzity vzorky puad ziskané po dlouhodobém péstebnim
experimentu (popsaném vyse). Na téchto vzorcich pud byly realizovany kratkodobé kultivace
(po dobu 24 dni), aby bylo mozné ziskat pidu z okoli jednotlivych rostlin.

K zah4jeni experimentu bylo nutné nejdtive vyloupat z klasu kukufice seté jednotliva seminka
(Obrazek 7 — vlevo), zabalit je do papirového ubrousku a vlozit do kadinky s vodou, aby doslo
k jejich nakliceni. Jak je vidét na Obrazku 7 — vpravo, po péti dnech byla jednotliva seminka
kukutice seté vykli¢ena a mohla byt zasazena do piipravenych kvétinacu. Po zasazeni
naklicenych rostlin byly kvétinace piesunuty do péstebniho boxu, kultivace probihala stejnym
zpusobem popsanym vyse (osvit, zavlaha, kontrola teploty a vihkosti) po dobu 24 dni. Méteni
vysky rostlin probéhlo pouze ttikrat (10., 15. a 24. den od zacatku kultivace). Nasledné byly
rostliny vyjmuty z pudy, pfebyte¢na pida byla odstranéna a pro dalsi analyzy byla odebrana
pouze puda, ktera ulpéla na kotfenech.

Obrazek 7: Vlevo — vyloupana seminka kukutice, vpravo — nakli¢ena seminka kukutice (po 5 dnech).

Pro vyhodnoceni vlivu biouhlu na rist rostlin byly jednotlivé rostliny vyjmuté z ptidy suseny
na vzduchu az do konstantni hmotnosti (po dobu dvou tydni). Rostliny byly poté separovany
na nadzemni a podzemni ¢ast, kdy z nadzemni ¢asti byly odseparovany jesté klasy. Jednotlivé
casti byly zvazeny na analytickych vahéach. Véazila se vzdy podzemni ¢ast (kofen), nadzemni
cast 1 s klasem a poté samostatn¢ pouze klas.

5.6 Méreni pudnich vlastnosti

Pro posouzeni vlivu biouhlu na fyzikalné-chemické pudni charakteristiky byla vyuzita
termogravimetrickd analyza, elementarni analyza a méfeni pH vyluhu ze vzorkt ptid. Stanoveni
vlastnosti jednotlivych ptd probéhlo po odbéru ptdy (pted aplikaci biouhlu) a poté po dvouleté
kultivaci (s biouhlem). Tato méfeni probéhla vramci soubézného experimentu v ramci
pracovisté a pro ucely této diplomové prace slouzi jako doplikové parametry, se kterymi jsou
ziskané mikrobialni charakteristiky porovnavany. Pied samotnou charakterizaci byly vzorky
pud nejprve predsuseny pii 50 °C (v susarn€) po dobu 2 dnd.
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5.6.1 Termogravimetricka analyza

Obsah vlhkosti, organické hmoty a popela (anorganické hmoty) ve vzorcich pidy a v biouhlu
byl stanoven pomoci termogravimetrické analyzy (TGA) na termogravimetrickém analyzatoru
Q5000. Do platinové misky bylo navazeno priblizné¢ 5 mg vzorku pidy. Béhem analyzy byla
kontinualn¢ meéfena zbytkova hmotnost pii zahfivani s rychlosti zahifivani 10 °C/min
Z laboratorni teploty na teplotu 800 °C ve vzdusné atmosféie. Obsah vlhkosti pidy byl stanoven
jako rozdil hmotnosti pti 105 °C, rozdil hmotnosti v rozmezi 105 °C a 800 °C odpovida obsahu
organické hmoty a zbytkova hmotnost pii 800 °C byla pfifazena obsahu popela.

5.6.2 Elementarni analyza

Relativni obsah organickych prvka ve vzorcich pudy a v biouhlu byl charakterizovan pomoci
analyzatoru EA 3000. Pro ucely analyzy bylo navazeno 0,5-1 mg vzorku do kapsle a zabaleno.
Analyza byla provedena spalovanim pfipravenych kapsli se vzorky pii 980 °C v analyzéatoru
s pouzitim kysliku jako spalovaciho plynu a helia jako nosného plynu. Kalibrace stanoveni
relativnich obsahti uhliku (C), vodiku (H), dusiku (N) byla provedena pomoci sulfanilamidu
jako standartniho vzorku.

5.6.3 Méreni pH vyluhu pidy
Pro tc¢ely méteni pH pidy byl 1 g pidy dispergovan v 10 ml demineralizované vody. Po hoding
dispergace na ttepacce se zmétilo pH ptimo v piidni suspenzi.

5.7 Sledovani mikrobialni funkéni diverzity ve vzorcich pidy

Pro posouzeni vlivu biouhlu na mikrobidlni charakteristiky pidy byla nejprve vyuzita metoda
stanoveni funkéni diverzity pomoci mikrotitraénich desti¢ek Biolog EcoPlates™ (Obrazek 8).
Kazda mikrotitracni desticka obsahuje 96 jamek (31 uhlikovych zdroji v triplikatech
a 3 kontrolni jamky). Uhlikové substraty sestavaji z uhlovodikii (n =10), karboxylovych
kyselin (n =9), amint a amidi (n = 2), aminokyselin (n = 6) a polymert (n = 4). RozloZeni
uhlikovych substratii na desticce je uvedeno v piiloze (Tabulka 8). Jednotlivé jamky obsahuji
redoxni barvivo (tetrazoliova fialovd), jez slouzi jako indikator utilizace uhlikovych zdroja
mikroorganismy.
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Obrazek 8: Mikrotitraéni desticka Biolog EcoPlates™ [80].
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Pro charakterizaci kazdého vzorku pudy byl 1 g piady pfeveden do Erlenmeyerovy bariky
obsahujici 9 ml sterilniho 0,85% fyziologického roztoku (NaCl). Vzorky byly vlozeny na
30 minut na tfepacku (150 rpm, laboratorni teplota), poté byla pidni suspenze zfedéna 100krat
0,85% roztokem chloridu sodného. Nakonec byl kazdy vzorek (120 pl) napipetovan na desticku
Biolog Ecoplates (do jamek Al, A5 a A9 byla napipetovana destilovana voda — kontrolni
jamky). Mikrotitra¢ni desticka byla poté inkubovana ve tmé pti laboratorni teploté a pribézné
(dvakrat denn€, po dobu 4 dni) se méfila opticka hustota jednotlivych jamek pii vinové délce
590 nm na piistroji ELISA. Prvni spektrofotometrické méteni prob¢hlo ihned po naplnéni
desticky vzorky.

Celkova mira vyuziti substratu mikroorganismy byla zjis§téna vypocitanim pramérného vyvoje
barvy jamky (AWCD) podle Rovnice 1.

(ci—R)
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AWCD =Y 1)

V Rovnici 1 je ¢i opticka hustota v kazdé jamce obsahujici uhlikovy zdroj a R je opticka hustota
kontrolni jamky.

Mikrobialni funkéni rozmanitost byla hodnocena pomoci indexu bohatosti (pocet jamek
s OD>0,15) a Shannonova indexu diverzity H' (Rovnice 2).

H' = -Yp;-Inp; (2)
Pro pi (z Rovnice 2) plati: - 2 3
ro pi (z Rovnice 2) plati: Pi=Sop; ©)

5.8 Sledovani aktivity fenolytickych enzymi

Testy aktivity padnich oxidaz jsou zalozeny na oxidaci substratu za vzniku spektrofotometricky
kvantifikovatelnych produktl. V naSem piipadé byla aktivita fenoloxiddz métena za pouZziti L-
3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) jako substratu. Za pfitomnosti peroxidu vodiku lze
stanovit stejnym zptusobem aktivitu peroxidaz (aktivita peroxidaz se urci odeétenim aktivity
fenoloxidaz).

Suspenze plidy pro fenoloxiddzovy a peroxidazovy test byla pfipravena pfidanim 1 g ptidy do
50 ml ptipraveného acetatového pufru (50 mM, pH = 5) a zhomogenizovana ve vortexu. Dale
byly do 5 ml zkumavek napipetovany 2 ml ptipravené pudni suspenze a 2 ml L-DOPA (5 mM)
ve Ctyfech opakovénich pro stanoveni fenoloxidédz, a navic 0,2 ml 0,3% peroxidu vodiku pro
stanoveni aktivity peroxidaz. Jako blank byla pouZita smés ptdni suspenze a acetatového pufru
(2 opakovani), kdy v piipadé peroxidaz bylo pfidano opét 0,2 ml peroxidu vodiku. VSechny
vzorky byly promichany pomoci vortexu a vloZeny do stojanku, kde byly inkubovany 60 minut
pii laboratorni teploté. Po hodin¢ byly vzorky odstiedény v centrifuze (1 min, 3000 g)
a z odebraného supernatantu byla zméfena absorbance pii vinové délce 460 nm. Aktivita
enzymu byla vypoctena dle nasledujicich rovnic (Rovnice 4 a Rovnice 5) [81]:
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a) Aktivita fenoloxidaz:
A (PheOx) = Absyg k™ -T™1-OMC™! [umol-h™1-g™1] (4)
Abssso  rozdil absorbance vzorku a absorbance kontroly pii 460 nm
k molarni absorpéni koeficient, ktery je 1,66 pro L-DOPA (v podminkach tohoto méfeni)
T inkuba¢ni doba, h
OMC koncentrace organické hmoty, g organické hmoty na ml homogenatu
b) Aktivita peroxidaz
A (PerOx) = [Absygo - k™1 T71-OMC™'] — A(PheOx) [umol-h~1.g71]  (5)
Abssso  rozdil absorbance vzorku a absorbance kontroly pii 460 nm
k molarni absorp¢ni koeficient, ktery je 1,66 pro L-DOPA (v podminkach tohoto méfeni)
T inkubacni doba, h

OMC koncentrace organické hmoty, g organické hmoty na ml homogenatu
5.9 Méreni PGPR aktivit

Voln€ 7zijici pidni bakterie prospéSné pro rast rostlin, oznaCované jako rhizobakterie
podporujici rast rostlin (PGPR), jsou schopny podporovat rist rostlin kolonizaci kotene rostlin.
Pomoci tii testi zjistime, zda biouhel ptidany do pudy ma schopnost ovlivnit aktivitu téchto
rhizobakterii.

5.9.1 Priprava a sloZeni pouzitych médii
V této Casti je uvedena piiprava a slozeni pouzitych médii a roztokd. Pro experimenty byla
pouzita destilovana voda.

Roztok Chrom azurolu S (CAS):

1.  Ptiprava CAS roztoku 1: bylo smichano 13,5 ml FeClz-6H20 a 41 ul HCI a doplnéno
destilovanou vodou na objem 50 ml.

2. Piiprava CAS roztoku 2: bylo smichano 121 mg CAS s vodou a doplnéno vodou na
vysledny objem 100 ml.

3. Ptiprava CAS roztoku 3: bylo smichano 364,45 mg CTAB (Cetrimoniumbromid)
s vodou a doplnéno na objem 100 ml.

4.  Priprava CAS roztoku 4: k 4,307 g bezvodého piperazinu v kadince byla pomalu
pfidavana HCl az do pH 5,6.

5. Do 50 ml destilované vody bylo ptidano (v tomto potadi): 1,5 ml roztoku 1, 7,5 ml
roztoku 2, 6 ml roztoku 3 a 6,25 ml roztoku 4 a doplnéno vodou na vysledny objem
100 ml. Roztok CAS byl pfipraven tésné pted pouzitim.

Kapalné King B médium:
e 15gglycerol,
e 20 g pepton,
e 1,159 KoHPOy,
e 1,509 MgSO4-7H20,
e doplnit vodou na 1 litr a médium vysterilovat
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Polotuhé LGI-P médium:
e 100 g sacharoza,
e 0,29 K2HPO,,
o 0,6 g KH2POq4,
e 0,2 g MgS0Os7H:0,
e 0,01 g FeClz-6H20,
e 0,02 g CaCl,-2H0,
e 0,002 g Na2M00O4:2H0,
¢ 5 ml bromthymolova modf,
e Kyselina octova (aprava pH na 5,5),
e 1.8 gagarovy prasek,
e doplnit vodou na 1 litr a médium vysterilovat.

Pevné CAS médium:
e 3gglyceral,
e 4 g pepton,

e 0,25 g KoHPOy,

e 0,39 MgS04 7H20,

e NaOH (tiprava pH na 6,8),

e 15 g agarového prasku,

e doplnit vodou na 900 ml a médium vysterilovat.

Po vysterilovani bylo do vychladlého média (50 °C) opatrné ptidano 100 ml ptipraveného

roztoku CAS a posléze bylo médium smichano.
Pevné NBRIP médium:

e 10 g glukozy,

e 59 MgCl;-6H20,

e 0,259 MgSO4-7H-0,

e 0,2gKCl,

e 0,19 (NH4)2S04,

e 15 g agarového prasku,

e doplnit vodou na 1 litr a médium vysterilovat.

Salkowského cinidlo:
V digestofi bylo k 2,4 g FeCl3-6H20 pomalu piidano 84,2 ml H2SO4 a doplnéno vodou na
objem 200 ml.

5.9.2 Priprava pidnich suspenzi a skladovani bakterialnich kultur

Do Erlenmeyerovy banky (100 ml) bylo navazeno vzdy 10 g pady a ptidano 90 ml 0,85%
fyziologického roztoku (NaCl). Takto pfipravena suspenze se nechala inkubovat 16 hodin na
tirepacce (170 ot./min.) pfi teploté 4 °C.
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Po inkubaci se zpodate¢ni pudni suspenze (10°) pfipravila sériova fedéni (1071-103)
v duplikatech. Redéni byla piipravena nasledovné:

e dvé& zkumavky 10 1 ml suspenze (10°) + 9 ml fyziologického roztoku,
e dvé zkumavky 102 1 ml suspenze (10) + 9 ml fyziologického roztoku,
e dvé zkumavky 107 1 ml suspenze (102) + 9 ml fyziologického roztoku.

Ptipravené pocatecni suspenze a jejich fedéni byly nao¢kovany do sterilniho polotuhé¢ho LGI-
P média. Pomoci automatické pipety bylo v duplikatech do polotuhého média napipetovano
100 pl pocatecnich suspenzi a jejich fedéni. Zkumavky byly uzavieny a inkubovéany 5 dni
Vv termostatu pti 30 °C.

Cast bakteridlnich kultur jednotlivych fedéni, které byly kultivovany na polotuhém LGI-P
médiu byly ve sterilnim laminarnim boxu napipetovany ke sterilnimu glycerolu (1 :1)
v kryogennich zkumavkach. Zkumavky byly uzavieny a pomoci vortexu byl jejich obsah
promichan. Néasledné¢ byly zkumavky nasklddany do krabicky a pfeneseny do mrazéku
(—80 °C), kde byly skladovany.

5.9.3 Stanoveni produkce indolovych slou¢enin

Tento test, zaloZzeny na metod¢ Glickmann a Dessaux [82], se pouziva ke stanoveni celkového
mnozstvi indolovych slouc¢enin produkovanych bakteridlnim kmenem.

Kolorimetricky test

Do zkumavek obsahujicich 3 ml sterilniho King B média bylo napipetovano 750 ul 10 mM
sterilniho tryptofanu a nasledné bylo do média nao¢kovano 500 pl bakterialni kultury (z kryo
zkumavek). Kultivace probihala 48 az 72 hodin v temperované tiepacce pti 28 °C a 160 rpm.
Z kazdé zkumavky bylo odebrdno 1,5 ml bakteridlni kultury do mikrocentrifugacnich
zkumavek, centrifugace probihala 10 minut pii 5400 * g za laboratorni teploty. Po odstiedéni
bylo 500 pl supernatantu odebrano do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek a ptidano 500 pl
Salkowského cinidla. Zkumavky byly inkubovany ve tmé po dobu 30 minut pfi laboratorni
teploté. Vznikla riZzova nebo nacervenala barva indukuje produkci indolovych sloucenin.

Spektrofotometricky test

Standartni roztok IAA byl pfipraven rozpusténim 2,5 mg IAA v 1 ml ethanolu. Kalibracni
ktivka byla sestrojena fedénim piipraveného standardu IAA (od 0 do 60 pg-ml?) (Obrazek 9).
Na mikrotitracni desticku bylo napipetovano 100 ul kazdého bakterialniho vzorku
v triplikatech a také 100 pl koncentra¢ni fady roztokt IAA. Vzorky byly prométeny na pfistroji
Elisa reader pii 550 nm.
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Obrazek 9: Kalibraéni zavislost absorbance na koncentraci IAA.

5.9.4 Stanoveni produkce siderofori

K identifikaci izolati schopnych produkovat siderofory, utilizaci chrom azurolu S (CAS), se
vyuziva metody podle Schwyn a Neilands [83].

Do zkumavek obsahujicich 3 ml sterilniho King B média bylo nao¢kovano 500 pl bakteridlnich
kultur. Kultivace probihala 72 hodin v temperované tiepacce pii 28 °C a 160 rpm. Po kultivaci
byla pomoci ockovaci klicky kazda bakterialni kultura naockovana na misky obsahujici
pétinasobné¢ zfedéné tuhé King B médium s CAS (oznacované jako CAS médium, Viz.
podkapitola 5.9.1). Na jednu misku byly naoCkovany dva vzorky v duplikatech. Takto
naockovana média byla inkubovana 72 hodin v termostatu pfi teploté¢ 30 °C. Vznik Zzluté,
oranzové nebo fialové halozény indikuje produkci siderofort.

5.9.5 Mikrobialni solubilizace fosfata

K posouzeni izolatii schopnych solubilizovat fosfat z nerozpustného zdroje Se vyuziva metody
podle Sylvester-Brandley a kol. [84].

Pro tento test bylo nutné do zkumavek obsahujicich 3 ml sterilniho King B média naoc¢kovat
500 pl bakterialnich kultur, takto pfipravené vzorky byly inkubovany v temperované tiepacce
(28 °C a 160 rpm) po dobu 72 hodin. Poté byl kazdy vzorek v duplikatech nao¢kovan pomoci
o¢kovaci kli¢ky na ptipravené tuhé médium NBRIP (viz. podkapitola 5.9.1) a inkubovan po
dobu 4 dnti pti 30 °C. Vznik bezbarvé halozény svédéi o schopnosti rhizobakterii solubilizovat
fosfore¢nan vapenaty.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této casti diplomové prace bylo posoudit, zda ma pouzity biouhel ptidany do ptdy vliv
na mikrobiologické charakteristiky pudy. Pro tyto ucely poslouzily vzorky pid ziskané
z dlouhodobych experimentu, které byly na FCH VUT realizovany v ramci probihajiciho
vyzkumu vyuziti biouhlu jakozto potencidlniho ptidniho kondicionéru. Nastaveni péstebnich
experimentl a charakteristika pid a biouhlu vyuzitych v ramci tohoto experimentu jsou blize
popsany v kapitole 5.3-5.5.

Je znamo, ze mikrobialni vlastnosti pidy uzce souvisi s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
pudy, kvalitou ptudy a také ristem rostlin. Abychom mohli poskytnout komplexné&jsi pohled na
pusobeni biouhlu jakozto pudniho kondicionéru a byli schopni posoudit jeho vliv na
mikrobialni procesy v pide¢, zaméfili jsme se V této praci také na vybrané pudni fyzikalné-
chemické vlastnosti a ristové charakteristiky kukufice seté. U¢inky aplikace biouhlu do ptidy
jsou tedy diskutovany ze dvou pohledi. Jednak se zabyvame posouzenim vlivu biouhlu na
vybrané fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti pud (kapitola 6.1) a dale je rozebran vliv
biouhlu na ristové charakteristiky rostlin kukufice seté spojené s aktivitou PGPR (kapitola 6.2).

6.1 Vliv biouhlu na pudni vlastnosti

Potencial biouhlu zlepsit fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti pidy byl prokdzan jiz
v mnoha provedenych studiich [85, 86, 87]. Bylo zjisténo, Ze jakozto pidni kondicionér muze
biouhel zvysit obsah organickych prvku (C, N) vpudé [88], zvysit pH pudy [86] nebo
stimulovat aktivitu ptudnich mikroorganismu [89, 90]. Jelikoz biologické vlastnosti pidy jsou
uzce spojeny s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi ptudy, budou v této casti diskutovany
spolecné.

Pro posouzeni vlivu biouhlu na fyzikalné-chemické vlastnosti byly stanoveny zékladni
informace o celkovych zméndch v obsahu organické hmoty pomoci termogravimetrické
analyzy a elementarni analyza vzorkli pid nam poskytla informace o zastoupeni organickych
prvki v pidé (C, N). Dalsim posuzovanym parametrem bylo také pH pldy, jez je spjato
S ovlivnénim dostupnosti Zivin a S biologickymi vlastnostmi ptidy (mikrobidlni aktivita).

Z hlediska ptisobeni biouhlu na mikrobialni vlastnosti ptidy bylo posuzovano vicero parametrd,
konkrétné aktivita pidnich enzyml (fenoloxiddza, peroxidaza), mikrobidlni metabolicka
aktivita a mikrobialni funkéni rozmanitost. Jak jiz bylo zminéno v teoretické casti (viz.
podkapitola 2.3), mikroorganismy maji schopnost rychle reagovat na zmény prostiedi, jsou tedy
vhodnymi a citlivymi indikatory pii zdkladnim screeningu zmén stavu pldy pravé v dasledku
ptidavku biouhlu.

6.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti pudy

Zmény fyzikalné-chemickych vlastnosti pud (vlhkost, relativni obsah organickych prvki, obsah
organické hmoty a popela) po ptidani biouhlu do pud jsou zobrazeny v Tabulce 4 a Tabulce 5.
Posuzovanym parametrem bylo také pH vyluhu pud, jeZ je graficky znazornéno na Obrazku 10.
Zkratky P, resp. C zde oznacuji vzorky ptvodnich pid (pis¢itd ptida a Gernozem) jejichz
vlastnosti byly stanoveny ihned po samotném odebrani ptid. Oznaceni PO (C0) a P20 (C20)
jsou vzorky piid bez biouhlu a's pfidavkem 20 g-kg? biouhlu, analyzované po dvouletém
pestebnim experimentu.
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Tabulka 4: Charakteristika biouhlu a vzorka ptid stanovena pomoci termogravimetrické analyzy.

dnkost06] | et SRS | Ot ponce

biouhel 452 73,53 21,95
P 0,25 1,68 98,07
PO 0,49 1,70 97,81
P20 0,77 3,23 95,99
¢ 1,01 2,46 96,53
Co 0,68 2,40 96,92
€20 0,69 2,82 96,69

Jak jiz bylo zminéno, k charakterizaci vlhkosti, obsahu organické hmoty a obsahu popela byla
vyuzita termogravimetricka analyza. Z vysledkti uvedenych v Tabulce 4 mizeme vidét, Ze
Z puvodnich pid méla ¢ernozem vyssi obsah organickych latek a vys$si vlhkost, ve srovnani
S pisCitou pudou, ktera je, co se ty¢e obsahu organické hmoty, velmi chuda. Predpokladem
tohoto experimentu tedy bylo, ze postupné dojde ke zvySeni obsahu organické hmoty vlivem
ptidavku biouhlu (obzvlasté u pis¢ité pudy) z divodu vyluhovani (organickych) latek z biouhlu
do pudy. Z vysledkt analyzy je zfejmé, ze tento piredpoklad byl potvrzen a pridavek biouhlu
skute¢né vedl ke zvySeni obsahu organické hmoty v pis€ité ptidé€ i v Cernozemi. Vice se biouhel
projevil v ptipadé pisCité piady, kdy se obsah organické hmoty zvysil z 1,68 hm.% na
3,23 hm.%. Tento vysledek koreluje s literaturou [91], kde bylo pozorovano zvySeni obsahu
organické hmoty zejména u mén¢ Urodnych pid (mély na pocatku niz$i obsah organické
hmoty). U ptid bez biouhlu po dvouleté kultivaci (PO, C0) nedoglo k vyrazngjsi zméné v obsahu
organické hmoty, byl pozorovan pouze mirny pokles v disledku postupného vycerpavani
organické hmoty pidy v ramci realizovaného péstebniho experimentu, kdy na pouZitych
pudach byla kultivovana po dobu experimentu kukufice setd v opakovanych vegetacnich
cyklech.

Tabulka 5: Charakteristika vzorkti piid stanovena pomoci elementarni analyzy.

C [hm.%] H [hm.%] N [hm.%]

biouhel 65,223 3,712 2,925
P 1,088 0,206 0,193
PO 0,658 0,225 0,126
P20 1,286 0,205 0,172
C 0,644 0,264 0,127
Co 0,457 0,286 0,089
€20 1,215 0,445 0,133
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Vyuzitim metody elementarni analyzy byl u jednotlivych vzorkt pid stanoven také obsah
zékladnich organickych prvkd (C, H, N) (Tabulka 5). Z naméfenych dat je ziejmé, Ze
z celkového obsahu organické hmoty v pudach piedstavuje organicky uhlik cca 19-65 % (dle
vzorku). Po dvouleté kultivaci doslo u piid bez biouhlu (PO, C0) k poklesu obsahu organického
C aN (ve srovnani s ptivodnimi pidami — P, C), coZ Ize opét vysvétlit postupnym vy&erpavanim
téchto Zivin v diisledku opakovaného péstovani kukutice. V piipadé ptd s biouhlem (P20, C20)
neni ve vét§ing piipadi az tak vyrazny rozdil oproti pivodnim ptidam (P, C), jako tomu bylo
u celkového obsahu organické hmoty (stanoveni pomoci TGA). Pouze v ptipadé ¢ernozemé lze
pozorovat vyrazngj$i zménu v obsahu organického C, kdy piidavek biouhlu s vysokym
obsahem uhliku (65,223 hm.%) zvysil obsah organického C z 0,644 hm.% na 1,215 hm.%.
U piscité pidy doslo sice také k nartistu organického uhliku, rozdily vSak nebyly tak vyznamné.
Ve vétsiné studii zabyvajicich se aplikaci biouhlu do ptidy bylo také potvrzeno zvyseni obsahu
organické uhliku, coz sv&dc¢i o tom, Ze biouhel mize zvysit akumulaci a sekvestraci uhliku
v puadé [92].

V ptipad¢ organického dusiku (ptedstavujiciho spolu s P, K zékladni slozky vyzivy rostlin)
doslo u piscité pudy po kultivaci (bez biouhlu i s biouhlem) k poklesu obsahu N, vyrazné&jsi
ubytek byl vSak dle ocekavani pozorovan v pudach bez biouhlu. V ptfipadé cernozemé
s ptidavkem biouhlu (C20) naopak vidime mirny nartist organického N, coZ ale miize souviset
S heterogenitou analyzované plidy, nebo také mtze spadat do rozsahu nejistoty stanoveni dané
metody.
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Obrazek 10: Namétené hodnoty pH vyluhu vzork pidy.

Také pudni reakce neboli pH ptdy je jednim z kli¢ovych faktord, jenz ovliviiuji dostupnost
zivin pro rostliny, hojnost pidnich mikroorganismii a v kone¢ném disledku také rist
a produktivitu rostlin. Na zakladé pH lze pidy klasifikovat v rozmezi kyselé (>6,5) az alkalické
(<7,5). V duisledku piitomnosti iontti vapniku, hoi¢iku, drasliku a sodiku ve formeé rozpustnych
oxidu a uhli¢itant v biouhlu muze aplikaci biouhlu do ptdy dojit ke zvyseni pH pudy [93].
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Na Obrazku 10 jsou graficky znazornény naméfené hodnoty pH vyluhu ptdnich vzorkd.
Vidime, e pH piivodni ¢ernozemé (C) bylo 7,9, jedna se tedy o pidu alkalickou, v ptipadé
pisc¢ité pady (P) byla ptidni reakce stanovena na 6,8 (neutralni pida). Po dlouhodobé kultivaci
doslo u ¢ernozemé bez biouhlu (CO) k mirnému poklesu pH, u pis¢ité pady po kultivaci bez
biouhlu (P0O) bylo pH srovnatelné s pH ptivodni pady.

Biouhel Pflanzenkohle pouzity vtomto experimentu byl alkalické povahy (pH = 10,33),
piedpoklada se tedy zvyseni pH ptdy po jeho aplikaci, zpisobené vyluhovanim anorganickych
alkalickych soli pfitomnych v biouhlu ve formé popela, které se postupné rozpoustéji a zvysuji
pH pudy. Jak mizeme vidét na obrazku vyse, po dvouleté kultivaci v pudach s ptidavkem
biouhlu (P20, C20) skute¢né doslo v obou piipadech ke zvyseni hodnot pH pid (ve srovnani
s ptivodnimi padami). Pfidavek biouhlu se vice projevil v piscité ptide, kde pH bylo zvysSeno
Z puvodnich 6,8 na 8,3. V pfipadé ¢ernozemé bylo pH pldy zvyseno témét o jednotku, a to na
hodnotu 8,6 z ptivodni hodnoty.

Nami ziskané vysledky jsou v souladu s vysledky publikovanymi v literatufe, v nichz bylo
prokazano zvyseni pH pidy po aplikaci biouhlu do pudy [94]. Ve vétsiné piipadl se vsak
jednalo o aplikaci biouhlu do kyselé pudy, kdy zvyseni pH v téchto pidach je vice zadouci
kvili zvySeni dostupnosti Zivin pro rostlin. O G€incich biouhlu v alkalickych pidach jsou
k dispozici pouze omezené informace, V nékterych studiich byl vSak prokazan pokles pH
alkalické pudy po aplikaci biouhlu [95]. Jak jiZz bylo zminéno, v nasem piipadé doslo aplikaci
biouhlu do ptdy ke zvySeni pH, je tedy otazkou, zda zvySenim pH jiz alkalické ptdy (v ptipadé
¢ernozeme) nedoslo spiSe ke sniZeni rozpustnosti zivin a jejich vyuzitelnosti rostlinami.

6.1.2 Biologické vlastnosti pudy

Tato podkapitola pojednava o ptisobeni biouhlu na biologické vlastnosti ptidy. Hodnocenymi
paramenty jsou zde enzymova aktivita vybranych piidnich enzymu (fenoloxidaza a peroxidaza)
a také primérny vyvoj barvy jamky (AWCD), ktery indikuje mikrobialni metabolickou aktivitu
pudy. Ze ziskanych dat lze usoudit, ze pfidavek biouhlu se v pidach po dvouleté kultivaci vice
projevil v piipadé ¢ernozemé, kdy v piidach s biouhlem doslo ke zvyseni aktivity fenoloxidazy
i peroxidazy a byla také vyznamné zvySena hodnota AWCD. Jednotlivé vysledky testl jsou
graficky znazornény arozebrany na nasledujicich obrazcich (Obrazek 11-Obrazek 16)
a odstavcich. Pfed samotnou interpretaci vysledki je vSak jesté nutné podotknout, Ze biologické
(mikrobidlni) vlastnosti ptidy (hlavné aktivita ptidnich mikroorganismi) jsou siln¢ zavislé na
pH pidy. Obecné se udava, ze vétSina ptidnich mikroorganismu preferuje neutralni pH pidy
(rozsah 6—7 jednotek pH stupnice). Jelikoz ptidavek biouhlu zpisobil v obou ptipadech pud
zvyseni pH pudy (Kapitola 6.1.1) na hodnoty 8,3 v ptipad¢ piscité pudy, resp. 8,6 u cernozeme,
mohlo dojit k nepfiznivému ovlivnéni mikrobialniho spolecenstvi, a tedy k potlaceni aktivity
pudnich mikroorganismi. Dal§im faktorem, jez mé&l pravdépodobné vliv na dosaZené vysledky
byla aplikac¢ni forma biouhlu. Pfi ndmi provadéném péstebnim experimentu byl biouhel do
pudy piidan uvniti semipermeabilnich pytlicki (Kapitola 5.4), nedoslo tedy k pfimému
kontaktu biouhlu s ptidou v okoli kofent, jenz byla analyzovana.
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Obrazek 11: Primérmé hodnoty aktivity fenoloxidazy ve vzorcich pud.
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Obrazek 12: Primérné hodnoty aktivity peroxidazy ve vzorcich ptd.

Na Obrazku 11 jsou graficky znazornény vypoctené hodnoty aktivit fenoloxidazy v pis¢ité ptdé
a &ernozemi bez ptidavku biouhlu (PO, C0) a s ptidavkem 20 g biouhlu (P20, C20). Hodnota
aktivity fenoloxidazy v pisCité pidé¢ a Cernozemi bez biouhlu byla srovnatelna
(0,75 + 0,03 umol-ht-g ! pro pis¢itou ptdu, resp. 0,74 + 0,08 umol-ht-g pro ernozem).
V piscité pade vsak pridavek biouhlu zpiisobil pokles aktivity fenoloxidazy, naopak v ptipadé
cernozemé doslo ke zvySeni aktivity tohoto enzymu.

Grafické znazornéni aktivity peroxidazy ve vzorcich pid je zobrazeno na Obrazku 12. Vidime,
7e v padach bez biouhlu (PO, C0) byla naméfena vys$si enzymova aktivita v piipadé pis¢ité
pudy — 1,73 = 0,14 umol-h*-g*. Po piidavku biouhlu doslo u obou ptid ke zvyseni aktivity
peroxiddzy, vyrazngj$i nariist lze ale pozorovat pouze Vpiipadé Cernozemée
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(C0: 1,17 + 0,03 umol-h™*-g* a C20: 1,72+ 0,14). U pis¢ité pady biouhel zvysil aktivitu
peroxidazy jen nepatrné.

Z dostupné literatury vime, Ze aktivita oxidacnich enzym je zavisla na mnoha faktorech, mezi
které fadime pH pidy, hydrotermalni podminky, strukturni slozeni pidy, mnozstvi zivin atd.).
Aplikaci biouhlu do ptidy jsou vyse zminéné faktory ovliviiujici aktivitu enzyml pozménény,
a tak by mélo dojit také ke zmén¢ samotné aktivity enzymu (miZze dojit jak ke zvySeni, tak i ke
snizeni) [71, 96]. V nékterych studiich [70, 97] nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil mezi
aktivitami téchto enzymu v pudach bez biouhlu a s biouhlem. Nevyznamné zmény aktivity
fenoloxidazy a peroxidazy by mohly ukazovat na vysoce stabilni organicky (aromaticky) skelet
biouhlu, ktery jen velmi pomalu podléha mikrobidlni degradaci v ptdé. Na zakladé nami
ziskanych dat lze fict, Ze vliv biouhlu na aktivitu fenoloxidaz a peroxidaz byl zavisly na typu
pudy (hlavn¢ pH pidy, obsahu organické hmoty, textufe a kompaktnosti pudy). V ptipadé
cernozemé doSlo Vv pidach s biouhlem ke zvySeni aktivity obou tfid enzymu. U pis¢ité pudy
(ktera méla niz8i obsah organické hmoty, méla hrubsi ¢asticovou strukturu a byla i méné
kompaktni) pfidavek biouhlu naopak vedl k poklesu aktivity fenoloxidazy a aktivita peroxidazy
nebyla vyznamné pozménéna.

Technika Biolog EcoPlates, znama také jako fyziologické profilovani na trovni spolecenstvi
(CLPP), se vyuziva za ucelem ziskani metabolickych otiskl prstd (fingerprint) mikrobidlnich
spoleéenstev, svéd¢icich o mikrobialni metabolické aktivité [98]. V ramci této prace je technika
Biolog pouzita k rozpoznani rozdili v metabolické aktivité a mikrobialni funkéni rozmanitosti
Vv pudach bez piidavku a s ptidavkem biouhlu. Vzhledem k tomu, ze po 72 hodinach od zacatku
inkubace doSlo k ustaleni hodnot AWCD, jsou na nasledujicich obrazcich graficky
prezentovany vysledky ziskané v tomto ¢ase (72. hodina). Oznaéeni PO (C0) opét znamena
ptidavek 0 g biouhlu (ptidy bez biouhlu) a oznageni P20 (C20) znaéi piidavek 20 g biouhlu.
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Obrazek 13: Celkova mira utilizace uhlikovych substratd ve vzorcich pud, vyjadiena jako AWCD.
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Obrazek 14: Shannoniv index rozmanitosti v jednotlivych vzorcich pud.

Na Obrazku 13 jsou graficky znazornény vypoctené hodnoty AWCD jednotlivych pidnich
vzorkd. Hodnota AWCD predstavuje schopnost pudnich mikroorganismt vyuzivat rtizné
zdroje uhliku. Podle hodnot AWCD mize byt odhadnuta mikrobialni metabolicka aktivita
v pudé, kdy vyssi hodnota AWCD odrazi vyssi metabolickou aktivitu. Pro spravné pochopeni
interpretace dosazenych vysledkt je nutné zdUraznit, Ze tato metoda slouzi pouze k porovnani
zmén mikrobidlni metabolické aktivity v ramci jedné pudy, tedy porovnani v padé s biouhlem
a bez biouhlu. Ze ziskanych hodnot AWCD lze tedy fict, ze pfidavek biouhlu jak u pisc¢ité pudy,
tak i u ¢ernozemé zvysil celkovou miru utilizace uhlikovych substrati, a tedy zvysil mikrobidlni
metabolickou aktivitu v dané ptd¢. To patrné€ souvisi s rozdilnym obsahem organické hmoty
(kapitola 6.1.1) v pudach bez biouhlu a s biouhlem (obsah organické hmoty v obou ptdach
s biouhlem byl znatelné¢ vy$si nez v kontrolnich pidach). Tento vysledek byl v souladu
s nékterymi publikovanymi studiemi, kdy ptidavek biouhlu do pudy zpasobil zvySeni
mikrobialni aktivity pudy [99, 100]. K dispozici jsou vsak také publikace, ve kterych ptidavek
biouhlu naopak snizil AWCD (nejspiSe z divodu nedostatku substratu), a tedy snizil
mikrobialni metabolickou aktivitu pud [101]. To opét nasvédéuje tomu, ze kvili velké
variabilit¢ podminek experimentti (pouZzitych biouhlti a pud) nelze vyvodit obecné vysledky
pusobeni biouhlu na mikrobiélni aktivitu.

Grafické znazornéni mikrobialni funkéni rozmanitosti vzorkli pud, pomoci Shannonova indexu,
je zobrazeno na Obrazku 14. Shannoniv index H' (Rovnice 2) je jednim z nejCastéji
pouzivanych métitek mikrobialni rozmanitosti. Je zalozen na rozmanitosti vyuziti substratu celé
mikrobialni komunity kazdého vzorku. Vyssi hodnoty H' naznacuji, Zze cela mikrobialni
komunita je schopna metabolizovat vyssi pocet rozdilnych substratl pfitomnych na destickach
Biolog béhem uvazované inkubacni doby [102]. Ze ziskanych hodnot H' jde vidét, ze v pisCité
pude¢ ani v ¢ernozemi nedochazi po aplikaci biouhlu do pldy ke statisticky vyznamné zméné
ve funk¢éni mikrobialni rozmanitosti. Tento vysledek je v souladu s dostupnymi publikacemi,
kdy sice doslo po aplikaci biouhlu ke zvyseni mikrobialni aktivity, ale funkéni rozmanitost
pudnich mikroorganismi nebyla nijak vyznamné ovlivnéna [99].
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Obrazek 15: Mira utilizace uhlikovych substratii v 72. hodin¢ — piscita pida.
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Obrazek 16: Mira utilizace uhlikovych substratd v 72. hodiné — ¢ernozem.

Grafické znazornéni miry utilizace uhlikovych zdroji rozdélenych do Sesti skupin substratl pro
pis€itou pidu je zobrazeno na Obrazku 15. P¥idavek biouhlu v této ptde zvysil vyuziti pouze
jedné kategorie substratl (karboxylové kyseliny). U polymerti a aminokyselin doslo k mirnému
snizeni vyuziti téchto substratii mikroorganismy a v pfipad¢ sacharidi a amint biouhel
aplikovany do pudy nemél téméf zadny vliv na utilizaci uhlikovych zdroju mikroorganismy.
Co se tyce Cernozemé (Obrazek 16), ptidavek biouhlu zpisobil zvySeni vyuziti vSech Sesti
skupin substrati. U sacharidl,, polymeri a aminokyselin $lo jen o nepatrné zvySeni, ale
v piipadé karboxylovych kyselin a aminti bylo zvySeni utilizace vyrazné. Biouhel by tedy mohl
zlep§it rist mikroorganismi, kterym se dafi (vyssi hodnoty AWCD) na téchto substratech.
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6.2 Vliv biouhlu na rist modelové rostliny

V této Casti jsme se zaméfili na zhodnoceni vlivu biouhlu Pflazenkohle na rGst modelovych
rostlin. V kratkodobém péstebnim experimentu (24 dni) popsaném v experimentalni Casti
(kapitola 5.5) bylo zkoumano ptisobeni biouhlu Pflanzenkohle v aplika¢ni davce 20 g-kg™? na
rust modelové rostliny Zea mays. Po ukonceni péstebniho experimentu byly také provedeny
testy pro zjisténi vlivu biouhlu na aktivity PGPR, jeZ uzce souvisi pravé s rustem rostlin.

6.2.1 Aktivita PGPR

Na zéklad¢ riznych mechanisml, popsanych v teoretické c¢asti prace (kapitola 2.2.1),
rhizosférické bakterie podporuji rist rostlin. K posouzeni vlivu biouhlu na aktivitu PGPR byly
vybrany nasledujici vlastnosti rhizosférickych bakterii: schopnost solubilizace fosfatu,
schopnost produkce indolovych slou¢enin a schopnost produkce sideroforti. Pfedpokladem
bylo zvySeni aktivity PGPR v dusledku piidavku biouhlu, a tedy podpora rastu rostlin,
U vétSiny posuzovanych vlastnosti vSak nebyl prokézan viditelny rozdil aktivit rhizobakterii
mezi vzorky pad s biouhlem a bez biouhlu, je to pravdépodobné z diivodu jiz zmifiované
aplikacni formy biouhlu uvniti semipermeabilnich pytlickd, které nebyly v pfimém kontaktu
s kofeny rostlin. Vhodnéjsi variantou by bylo spiSe smiseni biouhlu s piidou, kdy by se dalo
oc¢ekavat vyrazngjsich rozdilti v aktivitach téchto rhizobakterii pravé v puidach s biouhlem a bez
ngj.

Tabulka 6: Hodnoty koncentrace indolovych slouéenin ve vzorcich pud.

‘ PO ‘ P20 ‘ Co ‘ €20

¢ [mg/ml] ‘ 18,46 + 0,18 ‘ 17,94 + 0,23 ‘ 19,82+ 0,23 ‘ 22,16 + 2,70

Rhizosférické bakterie jsou schopny produkovat auxin (kyselinu 3-indoloctovou [IAA]),
rostlinny hormon, ktery ma Siroky vliv na rist a vyvoj rostlin. Z Tabulky 6 je patrné, ze
k produkci indolovych slouc¢enin dochazi v obou typech pid, a to jak s ptidavkem 20 g biouhlu
Pflanzenkohle, tak i bez biouhlu. U piscité ptidy pridavek biouhlu nezpiisobil zadné vyrazné
zmény koncentrace indolovych sloucenin. V piipadé ¢ernozemé lze vsak v pidé s pridavkem
biouhlu pozorovat mirny nartst produkce indolovych slou¢enin rhizosférickymi bakteriemi.

Pii ukonceni péstebniho experimentu a odd€lovani rostlin kukufice seté z jednotlivych
pouzitych ptd byl pozorovan v piipadé rostlin péstovanych v ¢ernozemi viditelny rozdil mezi
kofeny rostlin v pidé s biouhlem a bez biouhlu. Bylo pozorovano, ze v padach s biouhlem byla
zkracena délka kofent a kofenovy systém byl objemné;si (vice postrannich neboli sekundarnich
kotentl). Tento vysledek ¢astecné koreluje s publikovanou literaturou, kdy aplikaci biouhlu do
pudy dochazi ke zvySenému ristu postrannich kofenl, zaroven ale nedochazi k tak
vyznamnému zkraceni délky kofene [103]. V publikované studii bylo také prokazano, ze vyssi
hladiny IAA (nejaktivnéjsi a nejznaméjsi indolova sloucenina produkovana bakteriemi)
zkracuji délku primarniho kotfene a stimuluji tvorbu postrannich kotend, ¢imz rostliny ziskavaji
lepsi pistup k ptidnim zivinam [104]. Pozorovany rozdil ve struktuie kofent kukufice seté by
tedy mohl byt spojen se zvySenou produkci indolovych sloucenin v ¢ernozemi (s ptidavkem
biouhlu).
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Obrazek 17: CAS médium s bakterialnimi izolaty piscité pudy, vykazujicimi produkei siderofor.
Obrazek vlevo je totozny s obrazkem vpravo, je focen pouze v jiném rezimu.

Obrazek 18: CAS médium s bakterialnimi izolaty ¢ernozemé, vykazujicimi produkei sideroford.
Obrazek vlevo je totozny S obrazkem vpravo, je focen pouze v jiném rezimu.

Produkce sideroforii izce souvisi se schopnosti bakteridlnich izolati absorbovat Zelezo. Na
Obrazku 17 a Obrazku 18 jsou zobrazeny CAS média po provedeni testu na pFitomnost
siderofort v pis¢ité padé a Eernozemi bez biouhlu — PO, CO (v obrazku dole) a s biouhlem —
P20, C20 (v obrazku nahoie). Z dosazenych vysledkii jde vidét, e piitomnost sideroforti byla
prokazana u viech bakterialnich izolatd pad. V piipadé vzorka pid ¢ernozemé (CO, C20) je
aktivita rhizobakterii schopnych produkovat siderofory vyssi, protoze vytvorené halozony
Vv okoli naokovanych bakteridlnich vzorki jsou vétsi.
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Obrazek 19: NBRIP médium s bakterialnimi izolaty schopnymi solubilizovat fosfaty. Vlevo — piscita
puda, vpravo — cernozem).

Fosfor je zakladnim biogennim prvkem nezbytnym pro vSechny metabolické procesy rtstu
a vyvoje rostlin. V pude¢ se vSak fosfor vyskytuje pfevazné ve formach (Caz(POa)2) pro rostliny
nedostupnych. Dilezitou roli v cyklu P hraji mikroorganismy, které se podileji na rozpousténi
(solubilizaci) anorganickych sloucenin fosforu a na rozkladu (mineralizaci) organickych
sloucenin. Schopnost rhizosférickych bakterii solubilizovat fosfaty byla potvrzena opét u vSech
vzorku pud (dole — pida bez biouhlu, nahote — ptida s biouhlem). Na Obrazku 19 — vlevo jsou
zobrazeny bakteridlni izolaty z pisCité pudy, u nichz je viditelnd vyssi aktivita rhizobakterii,
schopnych rozpoustét fosfaty (ve srovnani s aktivitou rhizobakterii z cernozemé — vpravo).

6.2.2 Ristové charakteristiky rostlin

Plsobeni biouhlu na rist kukufice seté bylo rozsahle zkoumano vzhledem k velkému vyznamu
kukufice jako potravinaiské plodiny. V naSem péstebnim experimentu je kvantitativni
charakterizace pti kratkodobé kultivaci kukufice zalozena na méfeni riistovych parametri
modelovych rostlin. Na zéklad¢ literatury byly pro tuto praci posuzovanymi ristovymi
parametry vyska rostlin a sucha hmotnost nadzemnich a podzemnich ¢asti rostlin [105, 106].

Z dosazenych vysledki je vidét, Ze v pis¢ité ptidé i ernozemi s biouhlem (oznadeni P20, C20)
doslo ke zvySeni vysky rostlin a také zvySeni suché hmotnosti nadzemni ¢4sti a suché hmotnosti
klast rostlin. Ristové charakteristiky rostlin jsou bliZe rozebrany u nasledujicich obrazki
(Obrazek 20, Obrazek 21) a Tabulky 7. Ziskané vysledky jsou v souladu s vétSinou jiz
provedenych experimentl, kdy byl potvrzen pozitivni vliv biouhlu, kdy byly po jeho aplikaci
skute¢né vylepSeny nékteré pudni vlastnosti, a tim zvySen rust a vynos rostlin kukuftice [107,
108]. Existuji vSak také studie, ve kterych piidavek biouhlu pasobil neutralné nebo dokonce az
negativné na rust rostlin kukufice [109, 110]. Je tedy potieba znovu zduraznit, ze vysledné
ucinky biouhlu at’ uz na chemické a biologické vlastnosti ptidy, nebo na rtist a produktivitu
rostlin jsou podminény typem a aplikaéni davkou biouhlu, typem pidy a také délkou
experimentu.
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Obrazek 20: Graficka zavislost vysky rostlin v ¢ase — Cernozem a piscita piida.

Grafické znadzornéni ristu rostlin (vysSka rostlin) kukufice seté v Case v piscité ptid€ a cernozemi
bez piidavku biouhlu (PO, C0) a s pfidavkem 20 g biouhlu Pflazenkohle (P20, C20) je
zobrazeno na Obrazku 20. Vidime, Ze v den ukonceni kultivace rostliny v kontaktu s biouhlem
V obou piidach svou vyskou ptedcily rostliny v ptidach bez biouhlu. Tento trend 1ze pozorovat
1 v celém prib&hu kratkodobého kultivacniho experimentu, kdy pii vSech méfenich rostliny
v Gernozemi i pis¢ité pudé s pridavkem 20 g-kg? biouhlu dosahovaly vyssiho vzristu nez
rostliny v kontrolnich pidach. Zvyseny rist rostlin v ptidach s biouhlem by mohl byt spojen
pfimo s vyluhovanim potfebnych Zivin z biouhlu (naptiklad fosfor) nebo zvySenim obsahu
uhliku, jenz je zdrojem energie pro pudni mikroorganismy. Podobnych vysledkd dosahli
napiiklad také Uzoma a kol, ktefi sledovali vliv biouhlu na ristové charakteristiky kukufice
V pis¢ité pude [67].

Tabulka 7: Primérné suché hmotnosti jednotlivych ¢asti rostlin.

vzorek Mpodzemni st [0] Maadzemni et [0] Miias [0]
Co 2,77+1,24 3,17+ 1,64 0,13+ 0,01
€20 1,99 + 0,03 4,06 + 0,27 0,31+ 0,03
PO 2,73+ 1,08 2,15+ 1,04 0,10 + 0,02
P20 1,52 + 0,47 3,54 + 0,61 0,22 + 0,15

Po ukonceni péstebniho experimentu byly také porovnany suché hmotnosti jednotlivych ¢asti
rostlin. Jak je ukazano v Tabulce 7, v pfipad€ cernozemé i piscité pudy dosahovaly nadzemni
Gasti rostlin a také klasy vyrazné vy$sich hmotnosti v kontaktu s biouhlem (C20, P20). Klasy
u rostlin v obou ptidach s biouhlem mély dokonce vice jak dvojnasobnou hmotnost (ve srovnani
S pidami bez biouhlu). Naopak tomu bylo v ptipadé hmotnosti kotfenit (podzemni ¢ast), kdy
vyS$S$ich hmotnosti dosahovaly rostliny v pidach bez biouhlu. Niz§i hmotnost kotfenového
systému v pudach s biouhlem by mohla byt spojena s vy$§im obsahem Zivin v téchto pudach
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(v piipadé ¢ernozemé také s vyssi koncentraci indolovych sloucenin), tudiz dochazi k rastu

postrannich kotfent a primarni kofeny nemusi byt tak dlouhé, aby ziskaly potfebné Ziviny.

V publikované literatufe [67, 107, 108] dochazi obvykle v dusledku piidavku biouhlu ke

zvySeni suché hmotnosti jak nadzemni, tak 1 podzemni Casti rostlin. Nami ziskané vysledky
koreluji s t¢émito vysledky pouze ¢aste¢né (kvili snizeni suché hmotnosti kotentt).

[

] ® nadzemni st

6 1 B podzemni ¢ast

celkova hmotnost [g]

%

Co C20 PO P20

Obrazek 21: Celkova sucha hmotnost rostlin ve v§ech zkoumanych ptdach.

Obrazek 21 znazornuje celkovou suchou hmotnost rostlin v jednotlivych plidach. Pfi srovnani
rostlin v pisCité pudé a Cernozemi (s biouhlem i bez ng&j) vidime, Zze vysSich celkovych
hmotnosti dosahuji rostliny péstované v ¢ernozemi. Pfidavek biouhlu nijak vyznamné
neovlivnil celkovou suchou hmotnost rostlin, je to z divodu snizeni hmotnosti podzemni ¢asti,
kter¢ ve vysledku prakticky kompenzovalo nértst hmotnosti nadzemni casti rostliny
(diskutovano vyse).
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo posoudit, zda biouhel ptidany do pidy ovliviiuje mikrobidlni
vlastnosti ptidy (mikrobialni a enzymatickd aktivita, funk¢éni mikrobidlni diverzita), a tim 1 jeji
vitalitu a urodnost. Aby bylo mozné pusobeni biouhlu posoudit komplexné&, byly mikrobialni
vlastnosti pudy propojené také s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pdy a rustem rostlin.

Pro kultivaci rostlin a nasledné mikrobidlni a fyzikalné-chemické analyzy byly pouzity dvé
pudy — pis¢ita aridni regozem a arenicka &ernozem (S piidavkem 0 a 20 g-kg™ biouhlu
Pflanzenkohle), ziskané po dlouhodobém péstebnim experimentu (2 roky), ktery probihal na
FCH VUT v rdmci dlouhodobého vyzkumu vyuziti biouhlu jakozto potencidlniho pidniho
kondicionéru. V obou pfipadech se jednalo o méné¢ urodné pidy s neutralnim az alkalickych
pH a nizkym obsahem organické hmoty (obzvlasté u pudy piscité).

K vyhodnoceni zmén fyzikalné-chemickych vlastnosti pidy v disledku aplikace biouhlu bylo
vyuzito termogravimetrické analyzy (obsah vihkosti, obsah organické hmoty a obsah popela),
elementarni analyzy (obsah organického C, N a H) a méfeni pH vyluhu pid. Biouhel
Pflanzenkohle, jenz je uréen pro vyuziti v zemédélstvi mél vysoky obsah organické hmoty a byl
alkalické povahy, ptedpokladem bylo tedy zvySeni obsahu humusu a zvyseni pH v disledku
jeho aplikace do pudy. Lze fict, Zze tento predpoklad byl skutecné potvrzen a po dvouleté
kultivaci biouhel ptidany do plidy ve formé semipermeabilnich pytlicka skute¢né zvysil obsah
organické hmoty (0 1,55 hm.% u pis¢ité pudy, resp. o 0,36 hm.% u Cernozemé), obsah
organického C (0 0,192 hm.%, resp. 0 0,571 hm.%) a také pH obou pud (0 1,5, resp. 0,7).
ZvySeny obsah organické hmoty a organického C je Vv téchto pidach (s nizkym obsahem
organické hmoty) Zadouct, protoze dodani organické hmoty do piidy ma piedpoklad pozitivné
podpoftit mikrobialni vlastnosti pidy (mikrobialni aktivita) a také rust rostlin. Naopak zvyseni
pH Vv téchto ptidach (neutralni az alkalické pidy) mohlo vést nejen ke sniZzeni rozpustnosti zivin
a snizeni jejich dostupnosti pro rostliny, ale také ke sniZeni aktivity mikroorganismu.

Co se ty¢e zmény biologickych (mikrobialnich) vlastnosti studovanych pud, byl proveden
pouze zakladni screening, kdy posuzovanymi parametry byla aktivita ptidnich enzymu
(fenoloxiddza, peroxiddza) a mikrobidlni metabolick4 aktivita (indikovana AWCD). Ptidavek
biouhlu se projevil spiSe v piipadé ¢ernozemé, kdy zvysil jak aktivitu posuzovanych ptidnich
enzymu (fenoloxidéaza, peroxidaza), tak viditelnym zptisobem zvysil také utilizaci uhlikovych
substrati (AWCD) a v kone¢ném diisledku zvysil metabolickou aktivitu plidy (v porovnani
S ptidou bez biouhlu). Ackoliv u piscité ptidy doslo také ke zvySeni obsahu organické hmoty po
piidavku biouhlu (pfedpoklad pro zvysSeni metabolické aktivity), byly pozorovany pouze
nepatrné zmény AWCD, a tedy metabolickd aktivita v této pid¢ nebyla nijak vyznamné
ovlivnéna. Funk¢ni mikrobialni rozmanitost (posuzovana pomoci Shannonova indexu) nebyla
piidavkem biouhlu zménéna ani v jedné pudé. Predpokladame, Ze pokud by byl biouhel
rovnomerne smisen s pudou (ne ve formé semipermeabilnich pytlick®) a byl by tedy v kontaktu
jak s koteny rostlin, tak s mikroorganismy v rhizosféie, byl by vliv biouhlu ztetelnéjsi. Rovnéz
také pH biouhlu hraje v ptipad¢é biologickych vlastnosti velkou roli, pokud by se do pudy
aplikoval spiSe neutralni biouhel, pH by nebylo zvySeno, coz by znamenalo ptiznivéjsi prostiedi
pro mikroorganismy.
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M¢tenim aktivit PGPR se Vvtéto praci potvrdila pritomnost rhizobakterii schopnych
solubilizovat fosfaty, produkovat indolové slouCeniny a siderofory, a to jak Vv pudach
s pfidavkem biouhlu, tak bez n¢j. Opét pouze v ptipadé¢ Cernozemé byla prokazana vyssi
aktivita rhizobakterii v ptidé s biouhlem (produkce indolovych slou¢enin, produkce sideroforu),
jez by méla v kone¢ném duasledku pozitivné ovlivnit rist kukufice seté (podpora riistu kotfent,
lepsi dostupnost zivin). V ptipad¢ rastovych charakteristik kukuftice seté se pridavek biouhlu
v obou padach skuteéné projevil vy$si suchou hmotnosti nadzemnich casti a také rostliny
v pudach s biouhlem dosahovaly také vy$siho vzristu. ZlepSeni ristovych charakteristik rostlin
kukufice seté mize byt spojeno jak s fyzikalné-chemickymi (zvySeni obsahu organické hmoty
a organického uhliku), tak i1 biologickymi zménami v disledku aplikace biouhlu (zvysena
mikrobidlni aktivita). Opét jako v piipadé biologickych vlastnosti piidy, 1 pro rust rostlin by
bylo vhodné&jsi do ptudy aplikovat spiSe neutralni nebo mirné kKysely biouhel, aby pH pudy po
aplikaci biouhlu dosahovalo neutrdlnich hodnot (nebo vyuZzity biouhel aplikovat do kyselejSich
pad), a byla tak zvysena mikrobialni aktivita a také dostupnost Zivin pro rostliny. Stejné tak
rovnomérnym smisenim s piidou by kofeny kukufice seté a také rhizobakterie interagovaly vice
s biouhlem a pravdépodobné by se jeho ptidavek projevil ve vétsi mite.

Pokud vezmeme v potaz vSechny ziskané vysledky, muzeme konstatovat, Ze biouhel
v aplikaéni davce 20 g-kg™ ma potencial zvysit svou aplikaci mikrobialni aktivitu a zlepsit tak
urodnost pldy, jeho Uc€inky jsou vSak v pifipad¢ aplikace do ndmi zvolenych pid omezené.
K dosazeni lepSich vysledkii by bylo potieba pozmeénit nastaveni péstebnich experimentt,
respektive jak jiz bylo zminéno, biouhel smichat ptimo S piidou v dané aplikacni davce. Pokud
bychom chtéli zlepSit mikrobialni vlastnosti ndmi vybranych pid, byla by patrné vhodné;jsi
aplikace neutrdlniho nebo lehce kyselého biouhlu. V ptipadé, ze bychom chtéli do pidy
aplikovat pravé nami zvoleny alkalicky biouhel Pflazenkohle bylo by pro experiment vhodné&;jsi
zvolit jiné pudy (lehce kyselé plidy). Nami provedeny péstebni experiment tedy slouZil spiSe
k optimalizaci metod, jimiz lze posoudit vliv pfidavku biouhlu na fyzikalné-chemické
a biologické vlastnosti piidy a také jako odrazovy mistek pro dalsi experimenty zabyvajici se
aplikaci biouhlu do plidy a komplexnim posouzenim jeho vlivu na fyzikalné-chemické, ristové
a mikrobialni charakteristiky ptdy.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABA
Abs
ACC
AWCD
CEC
CLPP
CTAB

W

C

Co
C20

P20
PGPR
pH
SOM

TGA

kyselina abscisova

absorbance
1-aminocyklopropan-1-karboxylat
pramérny vyvoj barvy jamky

kationtova vymeénna kapacita

fyziologické profilovani na trovni spolecenstvi
cetrimoniumbromid

vzorek ¢ernozemé po odbéru

vzorek ¢ernozemé po kultivaci bez biouhlu
vzorek ¢ernozemé po kultivaci s biouhlem
elementarni analyza

evropsky certifikat pro biouhel vyuzitelny v zeméd¢€lstvi
Kyselina giberolova

Shannoniv index diverzity

hmotnostni procenta

indoloctova kyselina

molarni absorp¢éni koeficient
3,4-dyhydroxy-L-fenylalanin

anorganické hnojivo (dusik, fosfor, draslik)
opticka hustota

vzorek pisé¢ité pudy po odbéru

vzorek piséité pudy po kultivaci bez biouhlu
vzorek piséité pudy po kultivaci s biouhlem
rhizobakterie podporujici rist rostlin
potencial vodiku

ptidni organicka hmota

inkubacéni doba

termogravimetrické analyza
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PRILOHY

Tabulka 8: Rozlozeni substrati na mikrotitra¢ni desti¢ce Biolog EcoPlates™.

1 2 3 4
Voda B-methyl-D-glukosid v-lakton gal.aktonwé L-arginin
kyselina
Metylester .
kyseliny D-xyloza D-galakturonova L-asparagin
. kyselina
pyrohroznové
. . 2-hydroxybenzoova .
Tween 40 i-erythritol . L-fenylalanin
kyselina
Tween 80 D-mannitol 4-hydroxybenzoova L-serin
kyselina
a-cyklodextrin N-acetyl-D- y-aminobutanova L-threonin
glukosamin kyselina
., Glycyl-L-
Glykogen D glukosa_mmova Itakénova kyselina glutamova
kyselina .
kyselina

D-celobidza

Glukoza-1-fosfat

A-ketobutanova
kyselina

Fenylethylamin

o-D-laktoza

D,L-a-glycerolfosfat

D-jablecna kyselina

putrescin
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