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ABSTRACT

The aim of this study was to describe the effect of added carbon (C) on activity of soil
microorganisms and growth of plants in soil fertilized with high level of mineral nitrogen (N). Soil
was sampled at the locations of protected area of water catchment Bfezova nad Svitavou. Selected
experimental area is included in vulnerable area (according to Nitrate direction). Samples of soil
were sieved, homogenized and placed into 125 ml experimental pots. All pots were planted with
model crop Lactuca sativa. For simulation of different level of nutrient availability, urea was
applied at the rate of 175 kg N/ha, comercial phosphate was applied as a source of P — 35 kg/ha of
P and ground celulose was used as a source of C. The treatments were: control, addition of N + C;
N+ P+ C; C; Nand N + P. At the end of experiment, basal respiration was measured to determine
activity of soil microorganisms and substrate induced respiration was measured to determine soil
microbial biomass. Leaching of N during experiment was measured using extraction of mineral N,
adsorbed in ion exchange resins placed under experimental pots in flat plastic holders. Production
of aboveground biomass of cultivated plants was also determined (expressed as g of dry matter).
Significant differences were observed between the rates of basal respiration in soils amended with
C and unamended ones. It indicates increased activity of microbial communities in treatments
amended with celulose. Addition of celulose also increased the rate of substrate induced respiration,
that indicates higher amount of microbial biomass in these treatments.

Amount of aboveground biomass was without difference in control and treatment C+N+P. At the
treatment with amendement of celulose, lowest growth of aboveground biomass of indicator plant
was observed. It was probably caused by strong competition with microbes on nutrients. Also the
treatment N+C was not suitable for plant growth and the plants died.

Results suggest that high level of mineral N causes leaching of N from soil and they can have
impact on cultivated plants. Addition of C may eliminate these effects of N application. However,
at excessive level of C microbial community compete with plants on nutrients. When we add
sufficient amount of nutrients, microbial activity increases and conditions remain suitable for plant
growth.
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UvoD

Jimaci uzemi vodniho zdroje Bfezova nad Svitavou je zdrojem pitné vody pro brnénskou oblast a
okoli. Z prevazné Casti vyuziva zasoby vody ze stfednoturonského kolektoru kiidového souvrstvi
Ustecké synklinaly. Jedna se o velmi kvalitni podzemni vodu, v niZ viak, bohuZel, dochazi k
mirnému, ale stalému nardstu koncentrace nitrati a to i pfes radikalni omezeni aplikace
pramyslovych hnojiv jiz pted vice nez 20 lety (Nohel et al., 2008). Zkoumané lokality se nachazeji
v Ochranném pasmu vodniho zdroje (OPVZ II. Stupné) Biezova nad Svitavou a jsou zafazeny do

zranitelné oblasti (dle Nitratové smérnice, provadéci predpis NV 103/2003 Sb.).

Za stavajicich podminek, kdy je urCujicim hlediskem bezprostiedni zisk, neni ekonomicky
rentabilni produkce mozna bez piidavku dusiku, jehoz nedostatek limituje vynos. Dusik je do pudy
dodavéan piedevsim ve formé& mineralnich hnojiv s obsahem NOz a NH;* (Nmin). Ale dodavat
rostlinam mineralni dusik je Zadouci pouze v takové mite, aby nedochézelo k jeho ztratam. Bylo
empiricky zjisténo, Zze pro zajisténi dostatku mineralnich forem dusiku v rhizosféfe péstovanych
plodin, je nutno hnojit dusikem v nadbytku. Rostlinami nevyuzity mineralni dusik, snizujici pomér
C:N vpudé, muze stimulovat vSudypfitomné pidni mikroorganismy k vyssi aktivité a tim i

k mineralizaci.

ZvySuje se tak riziko tbytku organické hmoty, dale je Cast nadbyte¢ného dusiku v pudé
nitrifikovana za vzniku NOs™ (Z&hora, 2011). Vysoka pohyblivost tohoto aniontu v pidé umoziuje
jeho snadné vyplaveni z orniéniho profilu v doprovodu bazickych kationtd. Vyplaveni nitratového
dusiku z orniéni vrstvy nejen znemoZiiuje jeho dalsiho vyuZiti pfi tvorb& biomasy a potencialniho

vynosu, ale také negativné ovliviiuje kvalitu podzemni vody.

Uhlikaté latky jsou vyznamnym zdrojem energie pro mikrobiélni procesy a tim i hnacim motorem
plidni mikrobialni aktivity, ktera je nezbytna pro mikrobialni transformace pidniho dusiku. Pro
funkénost mikrobidlniho spoleCenstva je dulezité zastoupeni biogennich prvki, které udava
Redfieldiv pomér, jez vyjadfuje molekularni pomér mezi uhlikem, dusikem a fosforem
v organismech. Tento pomér je 106:16:1 tzn., Ze na kazdy 1 atom fosforu pfipada 16 atomii dusiku
a 106 atomu uhliku. V nespocetnych vyzkumech bylo zjisténo, ze terestrické prostiedi ma stejné
zastoupeni uhliku, fosforu a dusiku v rostlinné biomase (Elser a kol 2000).

Obsah organickych slozek (uhlikatych slougenin), ktery tvoii jen maly podil celkové hmotnosti
(zpravidla se pohybuje v rozmezi 2-5%), vyznamné ovliviiuje vlastnosti pidy a Zivot v ni, a pravé
obsah uhliku, prezentujici rozhodujici element organickych slouéenin, odliuje pudu od neZivé

zvétraliny (regolithu) pavodniho geologického substratu. Vyznam organické ¢asti pudy byl znam
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jiz v davné minulosti (Vanék, 2010), je zakladnim faktorem pidni urodnosti, stability vynosti a v
pfevazné mife je podminkou existence velmi bohaté a diversifikované ptdni bioty. Pudy dobie
zasobené organickou hmotou maji vyssi schopnost vyrovnavat vykyvy pocasi, nebo jinych
biotickych a abiotickych faktort. Vedle agronomického vyznamu ptdni organické hmoty se v
posledni dobé zvlast’ ocefiuje jeji vyznam pro Zzivotni prostiedi, a to zejména z hlediska akumulace
organického C a jeho sekvestrace do pidy a dale také z hlediska zachovani ekologickych funkci

pudy (Kubat, 2008).

Cilem nadobového pokusu bylo prokazat vliv p¥idanych uhlikatych latek (pouzita drcend celul6za)
na aktivitu pidnich mikroorganismii a rist rostlin v pidé hnojené vysokou davkou mineralniho
dusiku (N). Tama et al. (2010) ve své praci uvadi, Ze konkurence mikroorganismt o dostupny
dusik je velice vysokd po dodani celulozy, ktera nasledkem toho muize omezovat mnozstvi
mineréalniho dusiku v pidnim roztoku. Diky vy$§imu obsahu uhlikatych organickych latek by
mikrobialni imobilizace dusikatych iontd mohla vést ke sniZzeni mnozstvi pohyblivych forem
dusiku v padnim prostiedi (Kintl, 2011).

MATERIAL A METODIKA

Poruseny pudni vzorek byl odebran v zajmovém Uzemi na tiech lokalitich Ochranného pasma
vodniho zdroje (OPVZ II. Stupné) Biezova nad Svitavou. Vybrané izemi je zafazeno do zranitelné
oblasti (dle Nitratové smérnice, provadéci pfedpis NV 103/2003 Sb). Na ttech vybranych lokalitéch
byl odebran reprezentativni vzorek z vyméry cca 0,5 ha. Odbér byl provadén 28. 10. 2011. Na
vzduchu vyschlé vzorky ptudy byly v laboratofi homogenizovany a piesety pfes sito o velikosti ok 2
mm, vznikla tak jemnozem 1. Nasledné& byly vzorky preinkubovany pfi laboratornich podminkéch
po dobu 30 dni. Po uplynuti doby preinkubace byla ptida promisena a naplnéna do nadob o objemu
0,125 litru. V8echny nadoby byly osazeny modelovou plodinou Lactuca sativa. Pro simulaci rizné
urovné zasobeni zivin byla pouzita mocovina - 175 kg ¢istého dusiku (N) v pfepoctu na 1 ha,
zdrojem fosforu byl superfosfat - 35 kg/ha ¢istého fosforu (P) a drcend celuléza v davce 4664 kg
C/ha byla pouzita jako zdroj uhlikatych latek (C). Byly pfipraveny tyto varianty pokusu: kontrola
bez ptidavka zivin a drcené celulozy, aplikace N+ C; N+ P+ C; C; N; N+ P.

Do piipravenych nadob byla vyseta indika¢ni plodina Lactuca sativa a po dobu 36 dni probihala
kultivace ve fytotronu, pfi konstantni teplot¢ 22°C. Po ukonéeni pokusu, byla stanovena sucha
hmotnost nadzemni biomasy indika¢ni plodiny .

Pro méfeni unikajicich mineralnich forem dusiku byla napInéna plocha vélcovita pouzdra (disky) o
vnitinim priméru 70 mm a vySce 5 mm, zhotovend znovoduru a uzaviena zobou stran
polyamidovou sitovinou UHELON, smiSenymi iontoméni¢i (katex : anex = 1:1). PouZzivané
iontoménice vyrabi firma PUROLITE (katex — PUROLITE C100E, anex — PUROLITE A520E).
Iontomeénice byly tfikrat opakované kondiciovany v 10% roztoku NaCl a mnohonasobné vymyvany
v destilované vodé. Disky byly umistény pod pokusné nadoby takovym zplsobem, aby vSechna
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voda unikajici z pokusné nadoby musela protéci pies disk a tim byla zaruena vymeéna ionti mezi
vodou a iontoméniéi. Po ukon&eni pokusu byly disky vysuSeny na vzduchu a byla zjisténa jejich
hmotnost. Obsah diskt byl nasypan do pfedem piipravenych polyetylenovych lahvicek. Podle
hmotnosti ionexti bylo ke smési pfidano 8-10ml destilované vody. Po pfidani destilované vody
doslo k nabobtnani ionext. Nasledné se obsah lahvi¢ek doplnil na obsah 100 ml 10% roztokem
NaCl. Pfidany roztok NaCl zptsobil vytésnéni nasorbovanych amonnych a nitratovych iontt z nitra
ionext. Uzaviené lahvicky se nechaly tfepat, a po uplynuti doby 45 minut byly tyto vzorky
ptipraveny k analyze.

Roztok 10 % NaCl byl pouZit k resorbci zachycenych ionti NH, a NOs. Amonné ionty byly
Vv extrakénim roztoku stanoveny destilaéné titraéni metodou v alkalickém prostiedi s MgO (Peoples
et al., 1989). Pomoci indikatoru s HBO, byl amonny dusik jiman a naslednou titraci HCI bylo
zjisténo mnozstvi NH4. NOjs™ ionty jsou stanoveny stejnym zptisobem po redukci Devardovou
slitinou. Zjisténé hodnoty byly piepocteny na srovnatelné objemové mnozstvi katexu a anexu v mg

N/10 ml ionexu 2.

Bazalni respirace (BR) byla stanovena méfenim produkce CO, z pidy inkubované v uzaviené lahvi
po dobu 24 hodin. Navazka pidy byla 159 do kazdé 120 ml ldhve ve tiech opakovanich od kazdé
varianty. Léhve byly uzavieny pryzovou zatkou a inkubovény pti 25°C. Po 3 a 24h, bylo 0,5ml
vzorku vnitini atmosféry v lahvi analyzovano plynovou chromatografii (Agilent Technologies
7890A GC Systém, ktery je vybaven detektorem tepelné vodivosti). Respirace byla vypoctena z
nardstu koncentrace CO, ve vnitinim prostoru lahve béhem 21 h inkubace. Na konci méfeni, byl
stanoven celkovy objem ldhve pro kazdé opakovani méfenim mnoZstvi vody pottebné k jejimu
naplnéni. Namé&fené mnozstvi CO, bylo opraveno pro plyny rozpusténé v kapalné fazi. Vysledky
jsou vyjadfeny na gram suché pudy a hodinu.

Substratem indukovana respirace (SIR) byla stanovena méfenim produkce CO, z pudy inkubované
v lahvich po dobu 3 h po pfidani glukézy. Navazka pidy byla (15 g) do kazdé 120 ml lahve ve
tiech opakovani od kazdé varianty. K pidni navaZce byly ptidany 2 ml roztoku glukdzy coz
znamené 4 mg C g susiny pady. Lahve byly uzavieny pryZzovou zatkou a inkubovany pii 25°C. Po

0 a 3h bylo 0,5 ml vzorku vnitiniho prostfedi analyzovano pomoci plynové chromatografie (viz
ptedchozi odstavec). SIR byla vypoctena z narastu koncentrace CO, ve vnitinim prostoru lahve v
prabéhu 3h inkubace. Na konci méfeni, byl stanoven celkovy objem lahve, jak je popsano pro
méfeni BR.
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VYSLEDKY A DISKUZE
Obr. 1 Zachyt NH,*/10 ml ionexu.
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Z obrazku €. 1 je ziejmé, ze hnojeni vyznamné zvySilo vyplavovani amonnych iontd (NHy).
Naopak, u vsech tfech variant s pfidanou celulézou (NC, NPC, C) byl zachyt (NH,) na Grovni
kontroly. Dostatek uhliku u téchto variant pravdépodobné umoznil dostateénou imobilizaci
amonného ionti a proto nedochazelo k jeho ztratdm vyplavenim.

Obr. 2 Zachyt NO5 /10 ml ionexu.
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Obrazek ¢.2 znazortuje zachyt NO3 /10 ml ionexu. Hodnoty zachytu nitratd jsou az 800 niZ§i nez
hodnoty zachytu amonnych iontd. Ale i zde je vidét rozdil v naméfenych hodnotéch ztrat nitratu

vyplavenim pii dodani a nedodani uhlikatych latek.

426



MENDELNET 2012

Obr. 3 Biomasa indikacni plodiny v (g).
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Pii vyhodnocovani nadzemni biomasy indikaéni plodiny byly zjistény vyznamné niz$i hodnoty u
rostlin hnojenych dusikem, zfejmé v disledku toxického pusobeni vysoké davky mineralnich
hnojiv. Nejmensi nartst u varianty NC, kde do$lo b&hem expozice k uhynuti rostlin. Kontrola a
varianta NPC vykazuji shodné nejvétsi nartst biomasy. U varianty s ptidavkem pouze celulozy byl
zjistén nejmensi nartist nadzemni biomasy indikacni rostliny, ktery byl pravdépodobné vyvolan
konkurenci mikroorganismii v pfijmu zivin. Kaye 1997, popisuje experimenty naznacujici, ze
rostliny a pidni mikroorganismy, limitované anorganickym dusikem, a to i na pomérné Grodnych
stanovistich. V dusledku toho si mohou rostliny a pidni mikroorganismy konkurovat v pijmu
dusiku.

Obr. 4 Hodnoty bazalni respirace ug C-CO,g%h?
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Statisticky prikazné rozdily mezi naméfenymi hodnotami bazalni respirace ve variantach
s piidavkem (NC, NPC, C) a bez ptidavku uhliku (N, NP, kontrola) vypovidaji o zvySené aktivite
mikrobidlnich spolecenstev ve variantach s pfidavkem celuldzy. Mikrobidlni aktivita je limitovana
mnozstvim dostupného uhliku. | kdyz je reakce mikrobidlnich spoleGenstev na stres (nedostatek
nékterych zivin) omezena, fyziologické néklady, které jsou na pidni mikroby kladeny dost velké,
Ze mohou zpiisobit vyznamné zmény Vv ptidélovani a osudu C a N (Schimel, 2007).

Obr. 5 Hodnoty substratem indukované respirace ug C-CO,g%h*
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Substratem indukovana respirace potvrzuje zavislost mikrobialnich spole¢enstev na dostupnosti
uhlikatych latek, coz se odrazi na jejich biomase. Varianty NC a C poskytly dostatek uhliku a
mikrobialni biomasa zde byla nejvétsi. Vyjimku tvoii kombinace zivin NPC, kde jsou hodnoty jen
o malo veétsi nez u bezuhlikatych variant N a NP.

Mikrobialni procesy imobilizace a mineralizace jsou odvislé od dostupnosti dusiku v ekosystému,
coZ potvrzuje Zahora (2001). Pokud dusik neni limitujici Zivinou pfevladne mineralizace a
dostupné formy dusiku se budou vyskytovat v pidé pro potfeby metabolismu mikroorganismi a
umozni jejich zvySeny zachyt. V pfipadé, kdy bude dusik limitujici faktorem pfevladne
imobilizace. Ve variantdch kdy bylo dodano dostate¢né mnozstvi uhliku (celuldzy) bude v pidé
poutano i odpovidajici mnozstvi dusiku. Dostupny uhlik usnadnil mikroorganismiim poutat
pohyblivé formy dusiku (NHs) a (NOjg) ionty do své biomasy a tim sniZil jejich mnoZstvi
sorbované do zrn iontoméni¢u i pii vysoké davce aplikovaného hnojiva. Tuma et al. (2010)
potvrzuji, Ze soupefeni mikroorganismii o dostupny dusik je velmi zna¢né po pfidani lehce
dostupného zdroje uhliku ve formé celuldzy, které nasledné omezuje rychlost zachytu mineralniho
dusiku do pasti ionexovych zrn. Uhlikaté latky jsou vyznamnym zdrojem energie pro mikrobialni
procesy a tim i hnacim motorem ptdni mikrobialni aktivity, ktera je nezbytna pro mikrobialni
transformace ptidniho dusiku (nitrifikace, denitrifikace, biologicka fixace dusiku apod).
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ZAVER

Z vysledkl vyplyva, ze vysoké davky N zpusobuji jeho vyplavovani z piidy a mohou mit i dopady
na péstované plodiny a mikrobni spoleenstvo v pudé. Pfidavky C mohou tyto negativni jevy
spojené s aplikaci mineralniho N do jisté miry eliminovat. Nicméné, pfi nadbytku uhlikatych zdroja
mohou byt mikrobidlni spolecenstva vyznamnym konkurentem v piijmu Zzivin pro rostliny. Pokud
zaru¢ime dostate¢né mnoZstvi zivin (varianta N+P+C), dojde k naristu mikrobialni aktivity a
zachovani vyhovujicich podminek pro rast rostlin.
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