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ABSTRACT

Atmospheric depositions of nitrogen compounds (NHy and NOx) belong to the major
stresses, threatening the composition and functioning of natural ecosystems. Most of the plant
species, inhabiting natural ecosystems, are well adapted to the low volumes
of nitrogen. These plants can successfully compete only in the soils with low nitrogen levels.
Nitrogen is a key plant nutrient. But it can destabilize those communities, which are adapted
to low levels of this nutrient in soil. The objective was to use the available methods to
describe the amount of nitrogen, evolved by microbial processes to the soil of pine spruce
forests in submontane and montane regions. I focused on fundamentals specification,
advantages, disadvantages and utility value of each method.
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ABSTRAKT

Jednou znejvétsSich zatézi, ktera ohrozuje v poslednich desetiletich strukturu
a fungovani pfirozenych ekosystémd, jsou zvysSené atmosférické depozice dusikatych latek
(NHy a NOy). Vétsina rostlinnych druhti pfirozenych ekosystémi je nizkym obsahtim dusiku
prizptisobena a mlizou uspéSné konkurovat pouze na pudach snizkymi hladinami
dusiku.Cilem bylo popsat dostupnymi metodami mnozstvi dusiku, které je mikrobialnimi
procesy uvoliiovano z organickych vazeb do pidy smrkovych lest v podhorskych a horskych
oblastech. U jednotlivych metod jsem se zaméfila na popis principu, vyhod, nevyhod
a vypovédnich hodnot.

Klicova slova: pudni dusik, mikrobidlni mineralizace, iontoménic



UvVoD

Aktudlni obsahy mineralnich forem dusiku v pidé jsou vysledkem mnoha
biochemickych procest, na kterych se hlavni mérou podileji pidni mikroorganismy.

Zvysené depozice dusikatych latek ovliviuji zvySenou sorpci pfistupnych forem
dusiku (N) mikroorganismy a urychluji tak nékteré ¢asti kolobéhu dusiku tak, ze mikroflora je
nasledné schopna zvySené vstupy vybalancovat zvySenymi vystupy dusikatych latek.
Specifické naroky mikroorganismi na tuto zivinu vyzaduji poznani pidné biologickych
procesti.

Zalozené pokusy mély za cil popsat dostupnymi metodami mnozstvi dusiku, které je
mikrobidlnimi pfeménami uvolfiovano z organickych vazeb do pidniho prostfedi pod

smrkovymi porosty v podhorskych a horskych oblastech.

METODIKA

Pro studium biologickych pfemén dusiku byly pouzity terénni a laboratorni
experimenty. Mezi terénni experimenty patii aplikace iontoménici do padniho prostfedi
vybranych lokalit a stanoveni aktudlniho obsahu mineralniho dusiku v pidé€. Mezi laboratorni
experimenty patii tyto metody: bazalni a potencialni respirace mikroorganismt, bazalni netto
amonizace a bazalni netto nitrifikace, netto amonizace a netto nitrifikace po pfidani snadno

rozlozitelného zdroje uhliku a dusiku, index dostupnosti dusiku.

Iontoménice

lontoménicova pouzdra

Iontoménicové pouzdro je zhotoveno z novodurové trubky s vnitfnim primérem
70 mm a je vysoké 5 mm . Shora i zespoda je uzavieno polyamidovou sitovinou Uhelon
(Silk & Progress, typ 130 T, velikost oka 42 mm).

Katex — Purolite C100E byl s anexem — Purolite A520E smichan v poméru 1 : 1. Pied
pouzitim se iontoménice kondiciuji mnohonasobnym stfidavym propiranim v 10 % roztoku
NaCl a v destilované vodé¢.

Plocha valcovitd pouzdra maji tu vyhodu, Ze se mnozstvi sorbovaného mineralniho
dusiku da vztdhnout na jednotku plochy. Nevyhodou je velké poruseni pidniho profilu pii

zapravovani iontoméni¢ovych pouzder.



Iontoménicové sondy

Vzhledem k tomu, ze iontoménic¢e ve valcovitych pouzdrech byly pro uvedeny ucel
aplikovany v naSi republice poprvé, byly do pidy souCasné¢ zapraveny
i iontoméni¢e v obalech tvaru doutnikovych sond. Ty jsou na Ustavu mikrobiologie
a ptdoznalstvi vyuzivany pro monitorovani dostupnosti mineralniho dusiku v ptidach riznych
ekosystému jiz vice nez 4 roky a jejich aplikace neptfedstavuje tak silné naruseni ptidniho
profilu. PIast’ sondy o priméru 9 mm je zhotoven z polyamidové sitoviny UHELON 130 T,
délka sondy je 21 cm. Kovovym valcovym bodcem o priméru 10 mm je v padé vytvoren
otvor pod tthlem 45°, do kterého je vsunuta tato iontoméni¢ova sonda. Sondy byly aplikovany
vzdy po dvou na 5 stanovistich v kazdé ze tii lokalit.

Takto ziskané vysledky slouzi k porovnani s vysledky z plochych valcovych pouzder,

protoze je nelze vztahnout na jednotku plochy.

Metoda stanoveni indexu dostupnosti dusiku

Index dostupnosti dusiku se stanovuje bezprostfedné po odbéru pidy z terénu.
Z kazdého horizontu byly odebrany 3 vzorky zhomogenizované pidy po 20 g. Byly zality
50 ml destilované vody, ¢imz se vytvorily anaerobni podminky, a uloZzeny na 7 dni do
termostatu nastaveného na 40 °C. U mineréalnich horizontii Bv, Bvs, Ep bylo odebrano 10 g
pudy a zalito 25 ml destilované vody. Po 7 dnech se k vzorkiim ptidalo 50 ml 4 M roztoku
KCI (u mineralnich pouze 25ml 4 M roztoku KCI). Amonné ionty byly v extrakénim roztoku

stanoveny destilacn¢ titratni metodou (Peoples et al., 1989).

28 - denni aerobni inkubace

Stanoveni bazalni a potencialni respirace

Béhem laboratorni inkubace piidnich vzorkll se zjiSt'ovala potencidlni respirace po
ptidavku snadno rozlozitelného zdroje C a N a bazalni respirace.

Experiment probihal formou 28 - denni aerobni laboratorni kultivace ptidnich vzorkd.
Z kazdého piidniho horizontu kazdé ze tii lokalit byly odebrany 2 vzorky o hmotnosti cca 200
g, coz odpovida cca 115 gramiim suSiny. Ty byly pfed vlastnim zahajenim pokusu ovlhceny
na 60 % maximalni kapilarni vodni kapacity (MKVK). Mineralni horizonty Bv, Bvs, Ep byly
ovlhéeny pouze na 50 % MKVK, protoze pti vétSim ovlhéeni ménila pida svou strukturu.
K prvnimu vzorku byla piidana destilovana voda pro zjisténi bazalni respirace, ke druhému

vzorku roztok sachardzy s peptonem pro zjiSté€ni potencidlni respirace. V piepoctu na Cisty



uhlik €inil tento ptidavek 0,2 % suSiny pidy a pfidavek N €inil v pfepoctu na suSinu piidniho
vzorku 0,0067 %. Vzajemny pomér C : N v dodaném substratu byl upraven na 30 : 1 pro
povzbuzeni mikrobialni aktivity snadno dostupnym uhlikatym i dusikatym zdrojem. Zatimco
dodany uhlik je ptidni mikroflérou béhem pokusu prodychan, miize dodany dusik pfi zvyseni
mikrobidlni aktivity pomoci odhalit mechanismy hospodateni s touto dtlezitou zivinou.

Aby nedochézelo ke zméndm vlhkosti, byly ptidni vzorky uzavieny v inkubacnich
nadobach o objemu I 1. Pfi respiraci uvoliiuje ptidni mikrofléra oxid uhli¢ity (CO,). Ten byl
uvnitt inkubacni nddoby véazan ve vlhkém prostiedi alkalickym absorbentem natrokalcidem za
vzniku uhli¢itanové soli (Anderson, 1982; Gloser et Tesafova, 1978). Natrokalcid byl do
nadob vkladan na dobu 24 hodin vzdy 1., 7., 14. a 28. den po zahajeni inkubace. Poté byl
zvéazen a z rozdild hmotnosti byly uré¢eny hodnoty bazalni a potencialni respirace v mg CO,-
C kgsus'.den”. Respiraci neni mozno méfit pomoci alkalického absorbentu kontinualng
vzhledem k moznému podhodnoceni intenzity nitrifikace v prostfedi s nedostatkem CO,
(Kinsbursky et Saltzmann, 1990).

Pti pravidelnych kontrolach vlhkosti dochédzelo k vyméné vzduchu nad inkubovanymi
vzorky. Tim se CasteCné¢ zabranilo zpétnym vlivim zvySenych koncentraci nckterych
plynnych produkti mikrobidlniho metabolismu na aktivitu ptidni mikrofléry. Pidni vzorky

byly inkubovany v uzaviené tmavé mistnosti pii teploté 22 + 2 °C.

Stanoveni amonizace a nitrifikace

Pro stanoveni bazalni netto amonizace, bazalni netto nitrifikace, netto amonizace
anetto nitrifikace bylo 28. den inkubace odebrano 50 g pudy z kazdé inkuba¢ni nadoby
azalito 75 ml 2 M roztoku KC1. Amonné ionty byly v extrakénim roztoku stanoveny
destila¢n¢ titraéni metodou (Peoples et al, 1989). Nitratové ionty byly stanovovany stejnym
zpusobem po piedchozi redukci Devardovou slitinou.

V provedenych pokusech byl stanoven rozdil mezi aktudlnim obsahem amonného
a nitratového dusiku v piidé a mnozstvim minerdlniho dusiku ve vzorcich po 28 — denni
inkubaci. Takto ziskané hodnoty jsou ve vysledcich popisovany jako bazalni netto amonizace
a bazalni netto nitrifikace. V pfipad¢, Ze obsah urc¢ité minerdlni formy dusiku je vyssi na
zacatku nez na konci inkubace, jednd se o netto imobilizaci mineralniho dusiku.

Netto amonizace a netto nitrifikace je rozdil mezi poc¢atecnim mnozstvim amonného
(a nitratového) dusiku a mnozstvim mineralniho dusiku zjisténého 28. den inkubace, pokud

byly na pocatku inkubace pifiddny snadno metabolizovatelné zdroje uhliku a dusiku.



V ptipadé, ze tento rozdil dosahuje zdpornych hodnot, hovofime opét o netto imobilizaci

mineralniho dusiku.

VYSLEDKY A DISKUZE

Z vysledku statistického testu ANOVA vyplyva, ze mezi soubory hodnot ziskanymi
odlisnymi  zptsoby instalace iontoméni¢d z lokalit Cachnov, Serlich I,
a z lokality Serlich II, celkem tedy z porovnani osmnécti nezavislych soubort dat, byl pouze
ve dvou piipadech zjistén statisticky prikazny rozdil. Pokud bylo mnozstvi zachycenych
ionti  prepoCitino na  jednotku  styéné plochy mezi pidnim  prostiedim
a iontomeénici, tak se vysledky liSily statisticky prikazné na hladiné vyznamnosti a = 0,05
pouze v 11,1 % ptipadu.

U parového t - testu byl z 18 srovnani zjistén statisticky vyznamny rozdil u 4 ptipadd,
coz predstavuje 22,2 % vsech posuzovanych vysledkl. Z toho vyplyva, ze nelze spolehlivé
doporucit zastupitelnost obou technik zapraveni ionext bez dalSiho studia a metodického
zdokonaleni.

Variabilita zachytd NH; -N a NOs™-N v plochych vélcovitych pouzdrech s iontoménici
byla vysokd s ojedinélym vyskytem extrémnich hodnot. Hodnoty medidni pro zachyt
mineralniho dusiku se pohybovaly v rozmezi od 0,08 do 1,07 g NH;-N.m? a od 0,02 do 0,13
g NO3-N.m™. Zachyt nitratového N byl tedy zhruba o jeden fad niZsi.

Graf 1: Porovnani zdachytu amonného a nitratového dusiku v iontoménicovych sonddch
a v plochych pouzdrech po 195 dnech (lokalita Cachnov) a 188 dnech (lokality Serlich I a II)
expozice v terénu. Vyznaceny mediany (n = 10)
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Aktualni obsah mineralniho dusiku (NH;-N + NO;-N) v pudé byl v nékterych
piipadech neobvykle vysoky (60,04 mg N.kg" ve svrchnim horizontu Ao v lokalité Serlich I).

Vysoky aktualni obsah mineralniho N byl v lokalit¢ Serlich I doprovazen
i vysokymi hodnotami obsahu nitratového dusiku, od 3,4 mg v horizontu Bvs
po 11,4 mg NO3y-N.kg" v horizontu Ao.

Biologicky index dostupnosti dusiku (IDN) vyjadifujici mnoZzstvi N vazaného
v mdlo odolnych organickych vazbach, které mohou byt béhem nékolika dnt az tydna
pfeménény na mineralni formy dostupné pro rostliny, se pohyboval v rozmezi od 1,8 mg
N.kg" (horizontu Ep v lokalité Piebuz) do 212,9 mg N.kg" (horizont Ao v lokalité Piebuz).
Relativné nizky IDN v lokalité Serlich I v porovnani s aktudlnimi obsahy mineralniho N je
moznou adaptaci pudni mikroflory na snadnou dostupnost dusiku v pid¢ v podminkach

vysokych vstupt dusiku atmosférickymi depozicemi.

Graf 2: Index dostupnosti dusiku v jednotlivych piidnich horizontech k vyznacenému datu
odberu.Vyznaceny jsou priumerné hodnoty + smérodatné odchylky (SD), n = 3.
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Cachnov 21.5. Serlich 1 29.5. Piebuz 3.6.

Laboratorni 28 - denni aerobni inkubaci pidnich vzorkl bylo zjisténo, Ze se hodnoty
bazéalni a potencialni respirace na konci inkuba¢niho obdobi v rdmci jednotlivych lokalit
témét neliily. Zivotni aktivity mikroorganismi ve stimulovaném padnim prostiedi maji

u obou lokalit tendenci navratu k bazalnim aktivitam.



Zatimco se bazalni respirace ke konci inkubace svrchniho pidniho horizontu Ao
u vzorkil z lokality Cachnov snizuje, u horizontu Ao z lokality Serlich I m4 tendenci az do
konce inkubace stale rist a kongi 28. den na hodnot& 476 mg CO,-C. kg.den™.

Kumulativniho vydeje CO,-C odpovidajicimu mnozstvi dodaného substratu bylo
dosazeno 6.az 9. den inkubace ve vSech testovanych horizontech lokalit Cachnov

a Serlich I, pouze v horizontu Bvs (v lokalité Serlich I) byl dosazen az 19. den inkubace.

Graf 3: Kumulativni bazalni a potencialni respirace behem celého laboratorniho inkubacniho
pokusu u riiznych genetickych horizontii ovlhéenych na 60 % MKVK (minerdlni horizonty na
50 % MKVK) z lokalit Cachnov a Serlich 1. Vyznaceny jsou priimerné hodnoty (n = 3).
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Béhem inkubace byly zaznamenany velmi vysoké hodnoty bazalni netto amonizace
v horizontech Ao. V ptipadé lokality Cachnov dosahla bazalni netto amonizace hodnoty
323,6 mg NH,;"-N.kg".28 dnt™" a v pipadé lokality Serlich I dosahla bazalni netto amonizace
dokonce hodnoty 571,1 mg NH;-N.kg".28 dnti”’. Tyto vysledky mohou odraZet vysokou
kapacitu ptidnich biot akumulovat v zatizenych lokalitach vstupujici dusik.

Pti porovnavani vysledka ziskanych metodou 7 - denni anaerobni inkubace (IDN)
a 28 - denni aerobni inkubace, doglo pfi aerobni inkubaci v horizontu Ao z lokality Cachnov
k nahromadéni takového mnozstvi amonného dusiku, které predstavuje vice nez dvojnasobné
mnozstvi N stanoveného metodou IDN. V piipadé lokality Serlich I bylo amonného dusiku
téméf Sestinasobné mnozstvi po aerobni inkubaci nez N stanoveného metodou IDN.

Pridavek lehce rozlozitelného C - a N - substratu se projevil témét ve vSech ptipadech

sniZzenim netto amonizace a netto nitrifikace.



Ve svrchnim horizontu Ao z lokality Serlich I, ktera je dusikem vice zatizena, byla
po pridavku lehce rozlozitelného C - a N - substratu zjiSt€na zvySend imobilizace amonného
N a zvySena netto nitrifikace.

Vyznamny podil nitratového dusiku ve vSech provadénych experimentech v ptidnich
vzorcich z lokality Serlich I, ktera je dusikem pravdépodobné nejvice zatizend, naznaGuje
pravdépodobné cestu vystupt dusiku, kterou se v lesnim ekosystému vyrovnava vysoka

uroven vstupt N.

ZAVER

Obecné lze fici, Ze vysoké hodnoty mineralniho dusiku jsou typické pro ptidni vzorky
z horizontii Ao a Ae lokalit Serlich I a Serlich IT u v§ech pokusti. Mikrobialni pfemény dusiku
zjisténé v téchto ptdach svédéi o mozné adaptaci ptidni mikroflory na snadnou dostupnost
dusiku v pudé.

Pouzitim dostupnych metod bylo zjisténo, ze v lesnich pudach zvolenych lokalit je
zvysena dostupnost N, ktera by mohla byt zpisobena vysSim pfisunem dusiku atmosférickymi
depozicemi. To je jedna z moznych pfiin destabilizace zdravotniho stavu smrkovych

porostti.
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