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1. Uvod

vvvvvv

zivych organismu. V piirodé je vSak jeho zastoupeni pomérné fidké. Plida je sice po ocednech
druhym nejvétSim zasobnikem P na Zemi (Paul a Clark, 1996), ale diky chemické povaze
svych sloucenin je P velice tézce ptistupny organismim zijicim v pidé, ¢i na jejim povrchu.
Vétsina P v piid€ je totiz vazéna do nerozpustnych forem s kovy, nebo jinak zneptistupnéna.
V pid¢ existuje spojité kontinuum riznych zasobnikd P, které mezi sebou mohou volné
prechazet (Barrow, 1983; Lookman et al., 1995). Na rozdéleni P mezi témito zasobniky se
podileji piedev§im phadni mikroorganismy (Olander a Vitousek, 2004). A pidni
mikroorganismy také tvoii jeden ztéchto zdsobnikl, ktery je piimo dostupny plidnim
organismiim a soucasné je aktivni ¢asti celkového P v pdé¢ (Sylvia et al., 1999). PredevS§im
skrze mikrobidlni biomasu pak P ovliviiuje cykly dalSich biogennich prvki, zvlasté pak
dusiku (N). Hraje totiz vyznamnou roli v procesu mineralizace organického N, fixace
vzdus$ného N a mikrobidlni immobilizace (Sylvia et al., 1999).

Pro studium pidy a v ni probihajicich procesti je nezbytny co mozna nejpresncjsi
odhad mnozstvi P v biomase ptidnich mikroorganismti (Pmic). V soucasné dob¢ se pro tento
odhad nejcastéji pouziva extrakéné fumigacni metoda, ktera vSak miize byt zatizena chybami.
Je tedy duilezité posoudit, zda ziskané hodnoty Pmic odpovidaji skutecnosti. Jednim
z takovych zplisobl je stanoveni poméru tii zdkladnich biogennich prvkd C:N:P v biomase
pudnich mikroorganismt, ktery je dan (vymezen) slozenim bunék pidnich mikroorganismt a
jejich fyziologickymi pochody (Sterner a Elser, 2002). V métenich, ktera se provadi v ptidach
povodi Plesného a Certova jezera je hrani¢ni pomér hodnot C:P a N:P asto presahovan. U
lesnich ptid Sumavskych smr¢in je Pmic ziejmé nadhodnocovén a stanovené pomeéry C:N:P
jsou neumérné nizké. Na druhé stran¢ jsou hodnoty Pmic v ptidach mokrych luk Hamru
stanovené extrakéné fumigacni metodou neredlné nizké az zaporné.

Cilem mé magisterské prace bylo urcit faktory, které ovliviiuji stanoveni fosforu
v biomase ptidnich mikroorganismii v piidach povodi Plesného a Certova jezera a pidach

mokrych luk Hamru a Zéblati a soucasné stanovit postup pro jeho zptesnéni.



2. Literarni reSerse

2.1. Puda a pudni mikroorganismy

Piida je svrchni zvétrald vrstva zemského plasté, kterd obsahuje organickou hmotu, mineralni
latky a ziviny, podporujici rast rostlin (Sylvia et al., 1999). Ptda je jednou z nejzékladnéjSich
(Coleman et al., 1998). Jeji vyznam spociva predevsim v procesu rozkladu a mineralizace
organické hmoty, jez se odehrava na povrchu a uvnitt pidy. Pfedevsim diky této schopnosti je
vyznamnym c¢initelem v kolobéhu vSech dulezitych biogennich prvki, véetné uhliku (Bloem
et al., 1997). Z hlediska lidské populace ma ptuda nezastupitelny vyznam pro rostlinnou a
zivocisnou produkcei, kolobéh vody a dale pro stavebnictvi, ¢i dopravu (Vinding et al., 2005).

Puda je komplexni a nesmirné slozity systém. Na malé plose mize vedle sebe
existovat mnoho mikroprostredi, liSici se v ¢ase a prostoru, obyvané ruznymi druhy
organismi (Stozky, 1997). A pravé pidni organismy a predev§im mikroorganismy, jsou
podstatnou soucasti pudy, kterd nese jeji biologickou a biochemickou aktivitu. Ta je nezbytna
pro to, aby ptda mohla plnit vSechny své funkce. Kvalita pidy, ¢ili jeji nejzakladnéjsi
charakteristika je definovéana jako schopnost dané pidy fungovat jako vitalni, zivy systém,
pfirozeny ¢i obhospodafovany, podporovat rlst rostlin a zdravi zivocichli, udrZovat ¢i
zlepSovat kvalitu vzduchu a vody a podporovat lidské zdravi (Doran a Safley, 1997,
BBodSchG, 1998).

2.1.1. Pidni mikroorganismy

Pidni mikroorganismy mohou tvofit 75 — 98% celkové Zivé biomasy v puadé
(Beare, 1997). Ackoliv jsou pomérn¢ malou frakci pidni organické hmoty, probihd jejich
prostfednictvim 80 — 90 % vSech biochemickych procesii v pidé (Coleman a Crossley, 1996;
Nannipiery et al., 2003). Navic ptfes heterotrofni mikroorganismy, které v piidé prevazuji,
prochazi 90% veskeré energie vstupujici do piidy s rostlinnym opadem (Nannipiery et al.,
2003). Z téchto divodt se také mnozstvi mikrobidlni biomasy v padé€, vyjadiené jako
mnozstvi uhliku (C) obsazeného ve vSech bunkéch, uvadi jako nejdiilezitéjsi indikator zdravi

pudy (Arias et al., 2005).



2.1.1.1 Zivotni prostor piidnich mikroorganismi

Pro pochopeni chovani a aktivity pidnich mikroorganismii, je nezbytnd znalost jejich
zivotniho prostoru (Sylvia et al., 1999). Pidni mikroorganismy jsou v piidé¢ vazany na vodni
film (Stozky 1977), ze kterého pfijimaji rozpusténé latky a vylucuji meziprodukty rozkladu
organické hmoty, odpadni latky a extracelularni enzymy. 80 — 90% ptidnich mikroorganismi
se nachazi na povrsich pudnich ¢astic (Hattori, 1973), na kterych je soucasné vazana voda a
tvofi se zde vodni film. Pfi vazbé mikroorganismil na piidni ¢éstice se uplatiiuji predevsim
elektrostatické interakce a Van der Walsovy sily (Ehlers et al., 2008), z mens$i ¢asti pak
adheze zptsobend produkci exopolysacharidi. Céast mikroorganismi je dale uzaviena
v pudnich agregatech (Riis et al., 1997). Vazba mikroorganismii na ptidni castice je
vyznamnd. Kromé toho ze chrdni mikroorganismy pted vyplavovanim a poskytuje jim stalejsi
prostiedi, méni také jejich aktivitu (napt. Fletcher, 1991).

V pad¢ je aktivni jen mald ¢ast mikroorganismi. VétSina z nich je v klidové fazi a
stavaji se aktivnimi az pfi urcité zmeéné abiotickych faktord (teploty, pudni vlhkosti,
dostupnosti zivin apod.; Nannipiery et al., 2003). Aktivni mikroorganismy jsou v pudé
rozdéleny diskrétné (Stozky, 1977). Existuji zde mista se zvySenou mikrobidlni aktivitou a to
pfedevsim v blizkosti pidnich agregatl s rozdilnymi chemicko-fyzikalnimi faktory od okolni
pudy a dale v okoli rhizosféry, mistech s nahromadénym rostlinnym opadem, nebo vykalech
(Sextone et al., 1985).

V pudé¢ plisobi na mikroorganismy mnoho faktort ovliviiujicich jejich druhové slozeni
rustové faktory, iontova sila ptidniho roztoku, mnozstvi vody, teplota, tlak, slozeni ptidniho
vzduchu, pH, redoxni potencial, vlastnosti padnich povrchi, elektromagnetickd radiace,
interakce s ostatnimi piidnimi organismy a vlastni genetika padnich mikroorganismi.
Vsechny tyto faktory se mohou na malém prostoru znacn€ menit a zivotni prostfedi ptidnich
mikroorganismt tedy mizeme povazovat za dynamicky systém (Nannipiery et al., 2003).
Vlivy na rtzné skupiny pidnich mikroorganismti mohou pusobit rozdilné, podle Zivotni
strategie dané skupiny. Tyto vlivy se mohou scitat, navzdjem ruSit nebo dokonce nésobit.

Proto je vzdy nutné posuzovat plisobeni riznych faktorii na specifické piidni procesy zvlast.

2.1.1.2. Vyznam pudnich mikroorganismii
Piidni organismy se vyvijely takovym zplisobem, aby si v nepfiznivém plidnim prostiedi
mohli zajistit dostatek zivin a energie potfebné k metabolismu, ristu a rozmnozovani (Sylvia
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et al, 1999). Protoze pida je nespojity, strukturovany a heterogenni systém casto
s nedostatkem zivin a znaénym kompeti¢énim tlakem, vyvinuly si pidni mikroorganismy
nejriznéjsi biochemické drahy schopné zajistit vSechny dosud zndmé biologické pochody
(Nannipiery et al., 2003). Diky rychlému obratu bunék ptidnich mikroorganismi (mykorhizni
houby — 5dni, bakterie — 11 dni (Ostle et al., 2003)) a unikatni schopnosti horizontalniho
pienosu genetické informace (Lorenz a Wackernagel, 1987; Khanna a Stozky, 1993) existuje
v pudé v soucasné dob& obrovska funkéni a geneticka diverzita mikroorganismi. Odhaduje
se, ze zde existuje az 10° prokaryot, 1,5.10° hub, 0,4.10° fas a 0,2.10° protozoi (Schleifer,
2004). Tim pidni mikroorganismy vyznamné pfispivaji k celkové genetické diverzité na Zemi
(Whitmann et al., 1998).

Pro fungovani vSech terestrickych ekosystémil je ovS§em vyznamnéjsi funkcni diverzita
pudnich mikroorganismti, kterd jde samoziejmé ruku v ruce s diverzitou genetickou. Jakym
zpisobem jsou funkcni a genetickd diverzita navzajem propojeny vSak dosud neni znamo
(Fitter et al., 2005). Praveé diky své obrovské funkéni diverzité, ktera je dusledkem jejich
snahy vyporadat se s nepfiznivym pudnim prostfedim, zajiStuji ptidni mikroorganismy fadu
mineralizace organické hmoty (Bloem et al., 1997). Protoze se vétSina pudnich
mikroorganismi zivy heterotrofné, je pro né rostlinny opad zdrojem energie a uhliku.
Soucasn¢ ziskavaji piidni mikroorganismy z rostlinného opadu vétsi ¢i mensi ¢ast dilezitych
biogennich prvki, predevSim dusiku (N), fosforu (P) a siry (S). Pokud je téchto prvki
dostatek a jejich pomér k C je ptiznivy (C/N [ 25; C/P [ 300), uvoliuji plidni
mikroorganismy tyto prvky v mineralnich, nebo jednoduchych organickych formach do
pudniho roztoku, ¢imz mohou ovliviiovat produktivitu rostlin (Heijden et al., 2008). V tomto
sméru jsou pak vyznamné dal$i procesy jako fixace vzdusného dusiku a mykorhizni asociace
zajistujici obranu rostlin pfed suchem, nedostatkem zivin a patogeny (Heijden et al., 2008).
Velky vyznam mykorhiznich interakci je zfejmy uz jen z faktu Ze je tvoii témét 80% vsech
rostlin (Smith a Read, 1997). Tyto a dalSi vyznamné ekosystémové procesy zajiStované

pudnimi mikroorganismy jsou shrnuty v tab. 1.



Odhadovany pfispévek

Ekosystémovy proces Prislusna skupina mikroorganismu pFislusnych mikroorganismu v
procesu
Cyklus uhliku
Rostlinna produktivita dusik fixujici bakterie, mykorhizni houby 0-50%
mikrobiélni patogeny -50 - 0%
Dekompozice rostlinného opadu bakterie, houby az 100%

Cyklus dusiku
Dusik pfijimany rostlinami

Fixace vzdusného dusiku rhizobia, aktinomycety, volné Zijici bakterie 0-20%

PFijem dusiku z pudy a ptdniho roztoku mykorhizni houby 0-80%
Ztraty dusiku z ekosystému

Denitrifikace denitrifikacni bakterie a houby az 60%

Zvysené vyplavovani dusiku ?7?

5 et nitrifikacni bakterie, Archea
zplisobené nitrifikaci

Cyklus fosforu

Fosfor pfijimany rostlinami mykorhizni houby, fosfor 0-90%
Ztraty fosforu mineralizaci org. hmoty a solubilizujici bakterie ??
vyplavovanim

Regulace rostlinné biodiverzity

Stimulace rostlinné biodiverzity VAM houby, rhizobia 0 - 50%
Redukce rostlinné biodiverzity VAM houby -20 - 0%

Tab. 1: Vyznam piidnich organismii v ekosystémovych procesech (upraveno podle Heiden et
al., 2008)

Jak jiz bylo fec¢eno vyse, primarnim procesem zajiStovanym pudnimi mikroorganismy
je mineralizace rostlinného opadu. Diky této schopnosti jsou ptidni mikroorganismy
klicovymi Ciniteli v kolob&hu nejen C a dilezitych biogennich prvki, ale také dalSich
mikroprvkl. Svou ¢innosti a vedlejSimi produkty své ¢innosti ovliviiuji i fadu dalSich procesi.
V tomto sméru je vyznamna tvorba pudni organické hmoty, kterd ma vyznamny vliv na
vlastnosti pudy. Ovliviluje kationtovou i aniontovou vyménnou kapacitu pudy, zplusobuje
agregaci malych plidnich ¢astic do vétSich stabilnich agregéti a také zlepSuje schopnost pud
vazat kovy do inaktivnich forem (Sylvia et al., 1999). Tvorba agregat pak zvySuje schopnost
pudy zadrzovat vodu a tim snizuje jeji odtok, snizuje erozi pudy, zlepSuje vyménu plynti a tim
provzdusnéni pudy.

Vyznam puidnich mikroorganismt je obrovsky a neni mozné ho detailnéji popsat ve
vSech smérech. VySe uvedené procesy jsou nejdilezitéjsi a jejich znalost je nezbytnd pro
studium dalSich mikrobidlnich procesti, ale i vlastnosti a funkci pudy jako soucasti
ekosystému. Ve své praci se budu dale vénovat jen vlivu pidnich mikroorganismii na cyklus

fosforu (P).



2.2. Uloha piidnich mikroorganismii v cyklu P

Cyklu fosforu se vyznamnym zptisobem ucastni pidni mikroorganismy (obr. 1). Podileji se na
rozpousténi anorganickych sloucenin P (solubilizace), na rozkladu (dekompozici a
mineralizaci) organickych sloufenin a na imobilizaci P. Fosfor se v buiikdch organismt
vyskytuje vazany ve fosfolipidech, DNA, RNA, ATP, koenzymech a inositolhexafosfatu
prostiednictvim esterové vazby (C-O-P). Muze také tvofit zasobni latky ve formé polyfostata.
S odumfelymi ¢astmi organismll vstupuje P do pldy, kde je mineralizovan a uvoliiovan do

pudniho roztoku ve formé fosfore¢nani.

PRISUN FRSFORU Biologicka ¢ast cyklu

VEGETACE [

Produkce opadu

MATEGNA
HORNINA roPs;Hr?;nmi
| ORGANICKE ZBYTKY [
Zvétravani STABILNI
— Desorpce ; inerali P
SEKUNDARNI P [ eraeace PUDNI .
MINERALY > MIKROORGANISMY v
Adsorpce ROZTOKU V\|m0bi|izace OORG S ORGANICKY

Mineralizace Roz'padl T PFijem burikou
Imobilizace buiiky

3/ LABILNi ORGANICKY |, FOSFOR
FOSFOR

T

lontova vyména

Humifikaéni procesy

LABILNi ANORGANICKY
a degradace humusu

FOSFOR L

Geochemicka ¢ast cyklu

Obr. 1 — Zjednoduseny cyklus fosforu (upraveno podle Walbridge, 1991)

Mikroorganismy (ale i kofeny rostlin) produkuji enzymy — fosfatdzy, které stépi
esterové vazby (Tate, 1984). Fosfatazova aktivita je pfimo ovlivnéna mnozstvim fosforec¢nanti
v pidnim roztoku (Spiers and McGill, 1979). K inhibici fosfatdzové aktivity dochdzi pfi
vysoké koncentraci P-PO; a k indukci naopak pii nizké koncentraci P-PO,4 v plidnim roztoku.

Na aktivitu fosfatdz maji také vliv vlastnosti ptidy. Fosfatdzy mohou byt v ptid¢ rozkladany,



nebo mize dochazet k jejich sorpci na pidni organickou hmotu. Takto vazané enzymy maji
maskovand aktivni mista a nemutze jiz dochazet k mineralizaci (Sylvia et al., 1999).

Procesy mineralizace P probihaji v ptidé soucasné s procesy jeho imobilizace. To, zda
dojde k rozkladu ¢i k vazbé P do biomasy mikroorganismi, zavisi pfedev§im na obsahu P
v rozkladajicim se organickém materidlu. Pokud je jeho pomér C/P vyssi nez 300, dochazi
k imobilizaci P. Naopak prevahu mineralizace miizeme ocekavat pti poméru niz§im nez 200
(Stevenson and Cole, 1999).

Dalsi vyznamnou ulohou pldnich mikroorganismii je rozpousténi anorganickych
sloucenin P a tim uvolilovani ortofosforecnanového iontu do ptidniho roztoku. Protoze ptimo
dostupného P je v ptdnim roztoku velice mdlo, musi ho pudni organismy ziskavat z pevné
faze (Frossard et al., 2000). Fosforecnany v pidnim roztoku se mohou véazat na povrch
koloidnich &astic. Vazba se uskute¢iiuje prostrednictvim vyménnych ionti (AI*", Fe**, Mn®").
Tento jev se nazyva koadsorpce (Tan, 1993). Muze také dochdzet k vazbam fosfore¢nanii na
volné ionty kovi v roztoku (AI’", Fe’, Ca®"). Oba typy vazeb jsou velice pevné. Padni
mikroorganismy si vSak takto vazany P mohou zpfistupnit (solubilizace) napt. (1) produkci
nizkomolekuldrnich organickych kyselin (pf. kyselina malonova, citronova, §tavelova), které
tvoii s kovy pevné komplexni slouceniny (Harrold and Tabatabai, 2006), (2) tvorbou H,CO3 a
HCOj5 v duisledku produkce CO; respiraci a (3) uvoliiovanim H' v diisledku p¥ijmu kation.

Pidni mikroorganismy jsou tedy hlavnimi c¢initeli, které uruji podil P v rGznych
zasobnicich v ptidé¢ (Olander a Vitousek, 2004). Nejen Ze uvoliiuji P z riznych zdroji do
pudniho roztoku, ale svou c¢innosti mohou P i uklddat do vlastnich buné¢k, nebo ho
znepiistupiiovat v procesu tvorby agregati (viz 2.1.1.2.). V pid¢ tak mikrobidlni aktivitou
vznikd spojité kontinuum raznych zasobnik P, které mezi sebou mohou volné prechazet
(Barrow, 1983; Lookman et al., 1995). V tomto kontinuu je vyznamnym zasobnikem P
biomasa ptidnich mikroorganismd, ktera mitize ¢init velky podil z celkového P v ptidé, a ktera
je soucasn¢ dulezitym faktorem urcujicim dostupnost P v pudé (Stewart and Tiesen, 1987;

Magid et al., 1996). Proto je také dilezité znat mnozstvi P uloZzeného v mikroorganismech.

2.2.1. Fosfor v biomase ptudnich mikroorganismi
Fosfor patii mezi prvky nezbytné pro pieziti a riist vSech organismi. Spole¢né s uhlikem (C),
dusikem (N), kyslikem (O), vodikem (H) a sirou (S) patii mezi tzv. makronutrienty, prvky

jejichz procentudlni mnozZstvi ptresahuje 1% podilu z celé buiky. PfestoZe je zastoupeni



fosforu v zemské kife pomérné nizké, v bunikach se vyskytuje ve znaéném mnozstvi. To
sveéd¢i o nezastupitelném postaveni fosforu jako biogenniho prvku. Podle Westheimera (1978,
1982) hraje P centralni roli v metabolismu buiiky tim, Ze jednotlivym latkdm, meziproduktim
metabolismu, dodéva negativni ndboj a zabrafiuje tak uniku téchto latek pfes bunécnou
membranu. Urcuje také negativni ndboj bunéénych polymerid (DNA, RNA), tim znemoziuje
vazbu hydroxidl na tyto struktury a bréani tak jejich depolymerizaci uvnitt buiiky. Pautard
1978 uvadi, ze fosfor ma mezi latkami asimilovanymi organismy specialni roli. Zatimco C, H,
N a O jsou prvky tvofici kostru organismu, P je nastrojem jeji vyroby.

Z sirsitho hlediska je fosfor v biomase plidnich mikroorganismti (Pmic) velice
vyznamny jako soucast biologicky dostupného fosforu v pide (Brookes et al. 1984; Sparling
et al. 1987; Srivastava and Singh 1988; Chen et al. 2000). Vice nez absolutni mnoZzstvi
fosforu v biomase pidnich mikroorganismt je vSak dulezity jeho molarni pomér k C a N,

ktery je urCovan stechiometrickym pomérem (viz 2.3.).

2.2.1.1. Mnozstvi fosforu jednotlivych bunécnych struktur

Fosfor nalezneme v buiice ve vSech dilezitych bunéénych strukturach a to v rtiznych
pomérech k uhliku a dusiku. VSechny uvedené molarni poméry jsou pirevzaty ze Sterner a
Elser (2002).

Na povrchu bun€k pludnich mikroorganismii se nachdzi bunécna sténa. U gram
pozitivnich bakterii se fosfor v bunécné sténé nachéazi nejcastéji v pomeru C:N:P = 193:58:1.
Jednoznacné stanoveni tohoto poméru u gram negativnich bakterii je kvili velké plasticité
jejich bunééné stény nemozné. Bunééna sténa hub je tvorena chitinem, jehoz zékladni slozkou
je N-acetyl-D-glukosamin a fosfor se tedy v této struktufe nevyskytuje.

Pod bunécnou sténou, a u eukaryotickych organismli také uvniti buiiky, se nachdzi
struktury oznacované jako bunécné membrany. Ty jsou tvofeny glycerolem nebo sfingosinem
s navazanymi mastnymi kyselinami rizné délky a struktury a zbytkem kyseliny fosfore¢né,
tvotici polarni Cast celé struktury. Vyjimkou mezi pidnimi mikroorganismy jsou archea,
jejichZ stavba bunénych membran je odliSna. SloZeni bunéfnych membran muize byt v
zavislosti na podminkach vngjsiho prostfedi zna¢né proménné. Délka, nasyceni a prostorova
konformace mastnych kyselin v bunééné sténé bakterii se miize ménit a tim také dochazi ke
zmeénam v poméeru C:N:P. Uvadi se vSak, ze tento pomér je obecné 162:35:1.

Bunécna sténa je dale napojena na sit’ kanalkd endoplazmatického retikula. To je déle
napojeno na golgiho apardt a jadro bunky. To plati pro eukaryotické organismy.
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Prokaryotické organismy neobsahuji endoplazmatické retikulum, golgiho aparat a nemaji
praveé jadro. Pomér C:N:P endoplazmatického retikula je v priiméru 120:23:1, golgiho aparatu
97:16:1.

Rozdilné uloZeni genetické informace v podobé dvousroubovice deoxyribonukleové
kyseliny u eukaryot a prokaryot ovlivitluje také mnozstvi fosforu v poméru k C a N téchto
struktur. Eukaryota maji pravé bunécné jadro ohrani¢ené bunénou membranou, v ném je
uloZzena genetickd informace. Samotnd DNA je pak kondenzovana s histony tvofici
chromosomy. Pomér C:N:P je v priméru 29:10:1. Prokaryota nemaji jadro a jejich DNA neni
ulozena v podob¢ chromosomt, mnozstvi fosforu v poméru k dusiku je zde proto vyssi — 3,7.
Celkovy pomér C:N:P se pak pohybuje okolo 12:4:1.

Zbyvajicimi dvéma bunéfnymi strukturami, ve kterych se fosfor nachdzi, jsou
mitochondrie a ribozomy. Mitochondrie se nalézaji pouze u eukaryot, jejich C:N pomér je
stabilni, rozdil je vS8ak v mnozstvi P. Toto mnoZstvi zavisi na velikosti vnitini membrany a
mife respirace dané mitochondrie. Cim vy33i je mira respirace, tim vyssi je pomér N:P.
Diivodem je zvySené mnozstvi enzymu bohatych na N na vnitini strané¢ membrany. Dychaci
fetézec prokaryot, se narozdil od eukaryot, nachdzi vné cytoplazmatické membrany, kde se
pii vyssi mife respirace mohou akumulovat enzymy bohaté na N, podobné jako u eukaryot. I
zde mtize dochazet ke zménam v poméru C:N:P. Ribozomy se nalézaji u eukaryot i prokaryot,
mnozstvi fosforu v poméru k C a N se vSak mezi nimi 1i$i podle rozdilu ve stavbé. Ribozomy
prokaryot se skladdaji z 55 proteind, malé a velké podjednotky ribozomové RNA. Mala
podjednotka obsahuje 16S rRNA, velka pak 5S a 23S rRNA. Ribozomy eukaryot pak tvoti 82
proteinti, mala podjednotka obsahujici 18S rRNA a velka podjednotka obsahujici 5,8S; 5S a
28S rRNA. Vysledkem je rozdilny pomér C:N:P. Zatimco u prokaryot je tento pomér 18:6:1,
u eukaryot je to 21:7:2,1. Ribozomy jsou tedy spolecné s DNA nejbohat$im zdrojem P v
poméru k C a N ze vSech buné¢énych struktur.

Chceme-li urcit celkové mnozstvi P v poméru k C a N v biomase bakterii a hub, tedy
dvéma nejvice zastoupnymi skupinami organismu v pudé¢, pak je toto mnozstvi piiblizné
47:7:1 (Reiners, 1986) a 75:15:1 (Sterner a Elser, 2000). Tento pomér odpovida stechiometrii
a zastoupeni bunécnych struktur. Pidni mikroorganismy ale mohou ukladat ve svych télech
zasobni latky. Mnozstvi téchto latek a jejich pomér C:N:P je u kazdé skupiny mikroorganismui
jiny a zavisi na okolnim prostfedi. PfedevSim na pfitomnosti dostupnych forem zivin v

roztoku. Zéasobni latky tak mohou celkovou stechiometrii buiiky pozménit (viz 2.3.1.).



2.2.2. Stanoveni biomasy pudnich mikroorganismi
V soucasné dob¢ se ke stanoveni Zivin v biomase pudnich mikroorganismu pouziva extrakéné
fumigacni metoda (FE). Princip této metody spocivd v tom, Ze pidni mikroorganismy
vystavené chloroformu hynou a jejich bunéény obsah se vyléva do ptiidniho prostfedi. Tento
obsah je poté extrahovan a z rozdilného mnozstvi daného prvku (C, N, nebo P) v extraktech
pied a po fumigaci se vypocitd jeho mnozstvi v biomase. Protoze v pidnim extraktu po
fumigaci nelze stanovit veSkeré mnozstvi prvku uvolnéného z biomasy, musi se pii vypoctu
pouzivat korekéni faktory. Pro kazdy prvek je urcen jiny korekéni faktor. Ten udava, jaké
mnozstvi prvku uvolnéného z mikrobidlni biomasy lze za danych podminek pti pouziti
daného extrakcniho Cinidla ziskat. Naptiklad pro fosfor je korekéni faktor stanoven na 0,40.
To znamend, Ze danym extrakénim cinidlem 1ze z pidy vyextrahovat pouze 40% mnoZstvi,
které se do pudy skutecné uvolnilo. Zbytek tohoto mnoZstvi neni mozné stanovit ze dvou
ditvodt. (1) Po vyliti bunééného obsahu fosfor rychle reaguje s ostatnimi slouceninami v
pudnim prostiedi a mineralnimi povrchy. Na ty se miize vazat tak pevné, Ze jeho extrakce a
nasledné stanoveni neni mozné. (2) Cast fosforu zistava ve stabilnich organickych
slouceninéch, které opét neni mozné vyextrahovat a stanovit.

Jako extrakéni ¢inidlo se pro stanoveni P v biomase piidnich mikroorganismii pouziva
0,5 M roztok NaHCO3 o pH=8,5. Fosfor je stanoven spektrofotometricky (Murphy a Riley,
1962). Vyuziva se reakce P-PO4 s vinanem antimonylo-draselnym a molybdenanem
amonnym v kyselém prostfedi za tvorby komplexni slouceniny. Po jeji redukci kyselinou
askorbovou vznika fosfoantimolybdenanova modf, jejiz absorbance pfi urcité vinové délce je
pfimo imérna koncentraci P-POy.

Vyhodou extrakéné fumigacni metody je, Ze jeji pomoci lze stanovit mnozstvi C, N i P
v biomase plidnich mikroorganismil. Je mozné tak vypocitat molarni poméry téchto prvki

(stechiometrii), které jsou dulezitou charakteristikou mikrobialni biomasy.

2.3. Ekologicka stechiometrie

Jednim z hlavnich principli biogeochemie je, ze organismy se skladaji z C, N a P a to v
ur¢itém charakteristickém molarnim poméru (Cleveland a Liptzin, 2007). Ac¢koliv absolutni
mnozstvi kazdého z prvkl uvnitt téla organismu se muze lisit, jejich vzajemny pomér byva
pomérné uzce definovan a mize byt pouzit pro charakteristiku chovani jednotlivych soucasti
ekosystému. Z tohoto diivodu se poméru CNP vyuZziva pii popisu d&jli uvniti terestrickych
ekosystému (Sterner a Elser, 2002).
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2.3.1 Stechiometrie ptidnich mikroorganismu

Spolecenstvo plidnich mikroorganismu je specifické svou obrovskou diverzitou. Ve velkém
mnozstvi byvaji v ptidé zastoupeny bakterie a houby, z mensi ¢asti pak nckteré fasy, sinice a
vlaknité bakterie. Stechiometrie pidni mikrobidlni biomasy je tedy zavisla na poméru v
zastoupeni jednotlivych druhli a jejich fyziologickém stavu. Cleveland a Liptzin (2007)
shromazdili data celkem ze 187 studii tykajicich se ptidni mikrobidlni biomasy. Pomér C:N:P
v biomase pudnich mikroorganismii v priméru 60:7:1 se mezi jednotlivymi studiemi z
rozdilnych ekosystému pfili§ neliSil. Zatimco pomér C:N byl napfi¢ vSemi studiemi témét
stejny, poméry C:P a N:P byly vice variabilni.

Je ztejmé, ze CNP pomér ptidni mikrobidlni biomasy nemuze byt vzdy stejny. Jak jiz
bylo feceno, divodem je rozdilné slozeni mikrobidlni komunity, ptedevS§im rozdilné
zastoupeni bakterii a hub. Houby jako eukaryotické organismy se li§i od prokaryotickych
bakterii, jak bylo uvedeno v kapitole 2.2.1.1. Variabilni stechiometricky pomér miize byt
krom¢ toho zpiisoben tim, Ze houby a bakterie mohou ve svych télech akumulovat zasobni
latky. Houby mohou akumulovat P ve vakuolach ptedevsim ve formé polyfosfati (Kulaev a
Kulakovskaya, 2000). Ve stejné form¢ se P miize nachazet i v cytoplazmé mikroorganismil a
to predevsim diky tomu, Ze jsou polyfosfaty osmoticky neaktivni. Do jaké miry se schopnost
zdrzet P mezi houbami a baktriemi 1i§i vSak neni jednoznacné. Je prokdzéano, Zze schopnost
akumulovat polyfosfaty je druhové specifickd. Naptiklad mnozstvi polyfosfati bakterie
Actinobacteria johnsonii mtize dosdhnout az 30% suché vahy buiiky (Kulaev a Kulakovskaya,
2000).

Dalsim faktorem ovliviiujicim CNP pomér mikrobialniho spolecenstva je fyziologicky
stav bun¢k. Nejbohat$im zdrojem P v buiice jsou ribozomy spoleéné s DNA. Mnozstvi DNA
je v bunice viceméné fixni, avSak mnozstvi ribozomt je proménlivé. Buniky v exponencialni
fazi rastu maji vice ribozomid nez buiky, které nevykazuji rdst. Divodem je zvySena
produkce proteint potfebnych k ristu a tedy vétsi mnozstvi ribozomti v buiice zajistujicich
jejich produkci. Pomér C:N je v tomto piipadé¢ stabilni, vyrazné se v§ak méni mnoZstvi P a
tedy i pomér C:P a N:P. Timto jevem se zabyvaji studie zaméfené na fytoplankton. Ackoliv
pomér CNP fytoplanktonu je od biomasy pidnich mikroorganismii odli$ny, princip zmény v
mnozstvi P v poméru k N pii riznych ristovych strategiich by mél byt podobny. Arigo (2005)
rozd€luje organismy podle rlstové strategie do tifi skupin. Rychle rostouci organismy s N:P
pomérem mensSim nez 10, pomalu rostouci organismy az klidova stddia s pomérem N:P
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vys$sim nez 30 a generalisty, ktefi tvofi vétSinu biomasy a jsou na rozhrani obou ristovych
strategii. Jejich pomér N:P se blizi hodnoté 16.

Ackoliv se stechiometrie ptidni mikrobidlni biomasy mezi riznymi typy pud lisi, musi
existovat hrani¢ni hodnoty, ve kterych se nalézaji hodnoty C:N:P vSech padnich
mikroorganismu. V fad¢ studii se ovSem vyskytuji hodnoty poméru N:P = 3 a nizsi, pfestoze

zadna z bunécnych struktur takového poméru nedosahuje.

2.3.2. Stechiometrie mikrobialni biomasy v pidich povodi Ple$ného (PL) a Certova
jezera (CT)

Molarni stechiometrické poméry v biomase plidnich mikroorganismt v piidach PL a CT jsou
ukazany v tab. 2 (Santri¢kova et al., 2004; nepublikovana data). Je patrné, 7e¢ poméry C:N:P
jsou daleko nizsi nez odhadované stechiometrické poméry biomasy piidnich mikroorganismt
popsané vySe. Zvlasté vyrazny je tento rozdil v poméru N:P, ktery je ve vétSiné piipada
1 - 3:1, ale také v poméru C:P pohybujicim se mezi 6 - 30:1. PficemZ pomér N:P pldni
mikrobialni biomasy by se mél pohybovat okolo hodnoty 7 a pomér C:P okolo hodnoty 60.
Mnozstvi P je tedy v poméru k N az 7 krat a v poméru k C dokonce 10 krat vyssi. Pfi¢inou
tohoto paradoxu muize byt urcity chemicky ¢i biologicky proces (viz podrobnéji dale), nebo
chybné stanoveni jednoho z prvkii v piidni mikrobni biomase PL a CT. Zda se jedna o chybu
ve stanoveni C, N, nebo P miZe urcit pomér C:N pidni mikrobidlni biomasy PL a CT. Ten se

pohybuje pievazné mezi 2 - 27:1, tedy v intervalu zahrnujicim 1 pfedpokladanou hodnotu 8,3.

2004 2006 2007 2008 2009

C.: NN PIC: No P|C: N P|C: NN P|C: N P
PLHO 8 2 1|10 4 1|12 2 1128 3 1|27 1 1
PLHA 7 2 1|10 3 1|15 1 1129 3 1|17 2 1
PLDO 7 3 1|15 5 1126 3 1|34 4 1129 2 1
PLDA 8 4 118 3 1|15 1 1129 4 1|17 1 1
CHO 7 3 119 3 1123 2 1120 3 1121 2 1
CHA 6 3 119 2 1|19 2 1]22 2 1|26 4 1
CDO 8 3 1|11 3 1|24 2 1121 3 1|23 2 1
CDA 7 2 1|10 3 1130 3 1132 3 1123 2 1

Tab. 2: Molarni stechiometrické pomeéry piidni mikrobidlni biomasy od roku 2004. PL -
Plesné jezero,; C - Certovo jezero; H - horni pokusna plocha; D - dolni pokusna plocha; O -
opadovy horizont; A - humusovy horizonat
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Pokud dale srovndme naméiené hodnoty Cmic, Nmic a Pmic v pidach PL a CT
s hodnotami uvadénymi v literatuie, zjistime, ze zatimco hodnoty Cmic a Nmic se pohybuji
v rozmezi hodnot uvadénych v literatufe, hodnoty Pmic odpovidaji nejvys$§im naméfenym

hodnotam a dokonce je prevysuji (tab. 3).

nameérené )
literatura .
hodnoty zdroj
Hg.g~
Cmic 2000 - 6000 60 - 30000 iCleveland a Liptzin, 2007
Nmic 200 - 800 14 - 2500 |{Cleveland a Liptzin, 2007
Pmic 300 - 600 3,1-434 Cleveland a Liptzin, 2007

Tab. 3: Hodnoty C, N a P vbiomase piidnich mikroorganismii stanovenych v puddch
Plesného a Certova jezera a hodnoty uvadené v literature

Je tedy pravdépodobné, Ze mnozstvi P v biomase plidnich mikroorganismll v ptidach
povodi Plesného a Certova jezera stanoveného fumigaéné extrakéni metodou je spise
nadhodnocené a zptisobené chybou stanoveni. Z tohoto diivodu jsem se ve své magisterské
praci zamétil na faktory, které mohou ovlivnit hodnoty Pmic méfené fumigacné extrakcni

metodou.

2.3.2.1. Mozné priciny kolisani stechiometrie puidnich mikroorganismii
Kromé ptirozeného kolisani obsahu P v buiikach, které je spojeno s metabolismem burky a
jejim fyziologickym stavem (2.2.1.1. a 2.3.1), mlze byt obsah P v buiice pozménén nékterymi
biologickymi a chemickymi procesy v pudé€. V kyselych ptdach je fosfor vazan predevsim s
zelezem, hlinikem a manganem. Takto vdzany fosfor mize reagovat s aktivnimi povrchy
biomasy mikroorganismti na principu ligandové vymény (Sanudo-Wilhelmy et al., 2004).
Tento jev se bézné vyskytuje u biomasy fytoplanktonu a je pfimo zévisly na koncentraci
P-PO4 a kovi, s kterymi se vaze (Mn, Fe) (Fu et al., 2005). Fosfor se akumuluje na povrchu
bunék a mize vyznamné ovliviiovat i pomér N:P biomasy, ktery je ve skute¢nosti uvnitf
buné¢k vyssi. Hodnota poméru N:P mtize byt 1 2 krat nizsi (Fu et al., 2005). Neni vSak jisté,
zda se podobny mechanismus muze vyskytovat i v pidnim prostiedi a zda mize ovlivnit
stanoveni fosforu v biomase ptiidnich mikoorganismt fumiga¢né extrakéni metodou.

Vysoké mnozstvi fosforu v biomase ptidnich mikroorganismii v poméru k N a C muze
byt také ovlivnéno obsahem a dostupnosti Al. V silné kyselych padach, vétSinou v disledku

antropogenni acidifikace, se Al uvoliiuje ze svych pfirozenych rezervoari a rozpousti se v
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padnim roztoku. Pod pH = 5 se Al vyskytuje jako Al(H,O)s'~ zkracené oznalovany jako
volny AI*", ktery je toxicky pro viechny Zivé organismy (Pina a Cervantes, 1996). Aby se
mikroorganismy toxickému piisobeni Al vyhnuly, vyvinuly k tomu fadu mechanismu. Tyto
mechanismy spocivaji v neutralizaci Al vazbou do nerozpustnych sloucenin. Pidni
mikroorganismy proto vylucuji do svého okoli organické latky, nebo fosfor, se kterym se Al
srazi do podoby nerozpustnych sloucenin. K neutralizaci Al miize ale dochdzet i pifimo v
cytoplazmé pravé vazbou na P. Petterson et al., 1985b zjistil, Ze sinice (Anabeana cylindrica)
vystavena toxickému AI’” akumuluje Al na své bun&éné sténé a uvniti buiiky v nerozpustnych
slouceninach s P. Mnozstvi P v celé kultufe se tak zvysilo. Stejné tak mize dochazet ke
zvySeni mnozstvi P ve vakuoldch hub, kde miize byt Al vazan na polyfosfaty. Pomér N:P
biomasy plidnich mikroorganismli tak miize opét klesat. Tento pokles se mlze do jisté miry

projevit i pii stanoveni extrakéné fumigacni metodou.

2.3.2.2. Metodické chyby

Rizné fyzikaln€ chemické vlastnosti ptid zptisobuji rozdilnou dostupnost i chovani P v pide.
Stanoveni P v biomase pidnich mikroorganismti miize byt tak zkresleno béhem fumigace 1
nasledné extrakce. Dalsi zkresleni mize piindset korekce na névratnost P z pudy (pouziti
vnitiniho standardu) a korekéni faktor, ktery zohlediuje extrahovatelnost uvolnéného

mikrobialniho P.

i - viiv fumigace

Fumigace probiha po dobu 24 hodin. Vzorek pldy je uvniti exikatoru vystaven param
chloroformu (CHCIl;). Po ukonceni fumigace se opakovanou evakuaci exikatoru vSechen
CHCI; odstrani. Pro uspé$né usmrceni vétSiny pidnich mikroorganismu je potieba, aby vodni
kapacita pudy byla 50-60% (Jenkinson, 1988). I pfesto vSak existuji rizné rozdily v
Uspé&snosti usmrceni pidnich mikroorganismu v riznych typech pid. Je tieba si uvédomit, Ze i
malé rozdily v G€innosti fumigace mohou zpusobit velké zkreselni. Pokud fumigaci ptezije
pouze 1% vsech mikroorganismil, znamena to, ze v pad& zastalo 10° - 10’ bundk fumigaci
neovlivnénych. Fumigaci jsou naptiklad schopny piezit mikroorganismy chranéné slizy nebo
mikropory (Martin a Foster, 1985; Foster 1988).

Béhem fumigace mize také dochazet k uvolnéni fosforu, ktery nepochdzi z biomasy
ale anorganickych rezervoari (Jenkinson et al., 2004; Cleveland a Liptzin, 2007) a tim k
nadhodnocovani vysledka. To dokazuji idaje z pokusu Morela et al. (1996), kteti fumigovali

pudu sterilizovanou gama zéafenim. Pfestoze v téchto pliddch nemohli pidni mirkoorganismy
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prezivat, mnozstvi extrahovatelného P se po fumigaci sterilizovanych ptid chloroformem
zvysilo. Chyba zptsobena uvolnénim P do ptidniho roztoku sterilnich pid se pohybovala mezi
4 - 8%. Chyba vSak bude pravdépodobné nizsi. Lze totiz pfedpokladat, Ze se P mohl uvolnit
rozpousténim bunénych membran mikroorganismi usmrcenych ozarenim (Morel et al.,

1996).

ii -vliv_sorpce

Béhem 24 hodinové fumigace dochézi k uvolnéni P z bunék ptidnich mikroorganismu
do pidy. Urcita ¢ast se pritom hydrolyzuje az na ortofosfore¢nanovy iont, ktery se mize
v pud¢ sorbovat. Aby tedy nedochazelo k podhodnocovani vysledki Pmic, pfidava se béhem
stanoveni do puidy vnitini standard v podobé P-PO, v mnozstvi 25 pg.g”' pudy (Brokes et al.,
1982). Timto krokem se koriguje mnozstvi P, které mize byt v pidé¢ béhem 24 hodinové
fumigace zadrZeno a nasledné v urcitém rozsahu extrahovano. Avsak tento krok muize stejné
tak konec¢né vysledky nadhodnocovat. Pii vypoctu se predpoklada, ze kazdych 25 ug P na
gram pudy se sorbuje se stejnou ucinnosti. Mnozstvi P, které se mize v pade sorbovat, vSak
neni linearni, ale sleduje urcitou limitni hranici, nad kterou uz jsou vSechna sorpéni mista
v pudé nasycend. Pokud je mnozstvi P uvolnéného z biomasy vyrazné vyssi, nebo/a sorp¢ni
kapacita pudy pfili§ nizka, mlze se stat, Ze uz se s tak vysokou ucinnosti sorbovat nebude.
Extrahovaného P tak bude vice, nez predpoklada sorpce a nasledna extrahovatelnost vnitiniho
standardu, a vysledky budou nadhodnocené.

K nadhodnoceni vysledki Pmic pfi pouZiti vnitfniho standardu ke korekci na sorpci
pudy mize dojit i jinym zpiisobem. Na sorpci pfidaného vnitiniho standardu se mize podilet
biologické sorpce (Olander a Vitousek, 2005), ktera vSak béhem fumigace neprobiha. Pokud
biologickd sorpce vyrazné piispiva k celkové sorpci vnitiniho standardu plidou, mize dojit

k pfecenéni sorpce a ve vysledku k nadhodnoceni Pmic.

iii - vliv extrakce

Jako extrakéni Cinidlo se pouziva zéasadity roztok NaHCOs. Toto extrakéni Cinidlo
bylo plivodné vyvinuto pro extrakci dostupnych forem fosforu z alkalickych a neutralnich pad
(Olsen et al., 1954). V téchto pudach se fosfor vyskytuje predevsim ve vazbé s Ca a NaHCO;
takto vazany fosfor uvolituje za tvorby CaCOs. Z tohoto faktu vyplyva obava, ze v kyselych
pudach se Gc¢innost extrakce snizuje, protoze fosfor se v kyselych piidach vyskytuje v jinych
formach. Je vézany predevSim na oxidy hliniku a Zeleza, ¢i manganu. Pfesto vSak bylo
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prokéazano, ze NaHCO; mtze byt vhodnym extrakénim €inidlem i pro kyselé pidy (Fixen a
Grove, 1990). NaHCO; muze reagovat srozpustnymi formami Al a Fe za vzniku
hydratovanych oxidli, nebo zvySovat zaporny naboj mineralnich povrchii. V obou piipadech
muze dochazet k uvolnéni P do roztoku (Kovar a Pierzynski, 2009). Piesto je pravdépodobné,
ze pii pouziti NaHCOs je z kyselych piid do extrakéniho ¢inidla uvolnéno méné P nez je tomu
u pud zasaditych a neurdlnich a ziskané vysledky mohou byt podhodnocené. Chen a He
(2004) porovnavali mnozstvi fosforu v biomase stanoveného za pouziti Olsenova (0,5M
NaHCOs3) a Breyova extrakéniho ¢inidla (0.03 M NH4F-0.025 M HCI) v 11 kyselych ptdach.
Soucasné pro kazdy typ pudy stanovili korekéni faktor. Podle vysledki je ziejmé, ze extrakce
podle Breye extrahuje vice mikroorganismy uvolnéného fosforu, avSak rozdily mezi
jednotlivymi piidami jsou veliké. Bez znalosti pfesné hodnoty korek¢éniho faktoru a sorpce P v

pud¢ jsou vyssi ucinnosti extrakce bezcenné.

iv -vliv konecéného vypoctu (korekcniho faktoru, K,,)

Pti vypoctu mnozstvi fosforu v biomase ptiidnich mikroorganismi se vychdzi z rozdila
mezi mnoZzstvim fosforu stanoveném v pldnim extraktu pted a po fumigaci. Pfiemz se
predpoklada, Ze ucinnost extrakce fosforu mikrobidlniho pivodu je 40%. To znamena, Ze
pouze 40% mikrobidlniho P je extrahovatelné v rozpusténych formach. Zbytek v ptidé zlstava
vazan v nerozpustnych a strukturnich latkach. Korekcni faktor byl stanoven tim, ze byla ptda
inokulovana vzdy 2 druhy hub a 2 druhy bakterii znaenych P** v ur&itém poméru. Po
provedeni fumigace bylo uréeno mnoZstvi vyextrahovaného P*2. Korekéni faktor byl stanoven
jako pomér mezi mnoZstvim P*” inokula a P** extrahovaného z pidy pomoci NaHCOs;.
Diverzita ptdnich mikroorganismii je vSak daleko vétSi a s ménici se diverzitou se miize
ménit 1 t€innost fumigace a nasledné extrakce. Je znamo, Ze houby uvoliiuji fosfor snaze a ve
vétsim mnozstvi nez bakterie (Badalluco et al., 1996). Na uvolnéni tohoto fosforu maji vliv
nejenom chemické procesy hydrolyzy organického P mikrobidlniho plvodu, ale také
biochemické procesy zajistované extracelularnimi enzymy, jejichz obsah se mezi ptidami lisi.
Aktivita téchto enzymu v pribéhu fumigace ovlivnéna neni. Miize sice dojit k jejich ¢astecné
inhibici (Klose a Tabatabai, 2002), ale v zavislosti na jejich aktivit¢ mlze dojit k uvolnéni
rizného mnozstvi P v podobé ortofosfore¢nanového iontu do pidy. To indikuje, Ze se
korekéni faktor mize ménit s typem pudy, slozenim pudniho spoleCenstva a biologické
aktivit¢ pad. Ptikladem je rozsah hodnot korekéniho faktoru od 0,12 do 0,62 pro 11 pud
stejného typu odebranych z riznych mist (Chen a He, 2004). Z toho je patrné ze chyba pii
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stanoveni fosforu v biomase ptidnich mikroorganismti mize dosahovat az 50% pfi pouziti

nespravného korekéniho faktoru. To je nejvétsi slabina celé metody (Jenkinson et al., 2004).

2.4. Cile prace

Cilem mé magisterské prace bylo urcit pfic¢iny nepfesnych hodnot P v biomase pidnich
mikroorganismit pid kyselych lesnich smréin a zamokienych luk a navrhnout, jakym
zpusobem zptesnit odhad Pmic. Zaméfil jsem se na mozné metodické chyby stanoveni P
v mikrobialni biomase extrakén¢ fumigacni metodou, které souvisi s pouzitim (i) vnitiniho
standardu a (ii) korek¢éniho faktoru K.

Ve své praci jsem fesil nasledujici dil¢i cile:

1) urcit vliv sorpce na ptesnost stanoveni P v biomase pidnich mikroorganismil

2) urcit vliv koncentrace pouzitého vnitiniho standardu na stanoveni P v biomase

pudnich mikroorganismu
3) urcit vliv biologické sorpce na mnozstvi extrahovatelného P
4) stanovit mnozstvi P v extrahovanych intaktnich buiikach a v buitkach narusenych

chloroformem a podle toho urcit hodnotu korekéniho faktoru pro dané pudy

Pracoval jsem pfitom s piidami zpovodi Plesného a Certova jezera a dale pak
s pidami mokrych luk Hamru. V téchto pidach je mikrobidlni fosfor méten od roku 2006 a
ziskavané hodnoty Pmic jsou variabilni, nékdy dosahujici zapornych hodnot. To ukazuje na

to, Ze variabilita je zptisobena metodickymi nedostatky.
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3. Material a metody

3.1. Popis studovaného uizemi

Povodi Plesného jezera (PL) se nachazi na 48°47" s.8. a 13°52" v.d., v nadmotské vysce 1090
m.n.m. Pidy v jeho povodi jsou z 38% tvofeny nevyvinutou organicky bohatou pidou, z
29% je pida fazena do kategorie podzoli a z27% do kategorie dystrickych kambizemi
(TKSP) (Kopacek et al., 2002 a, b). Hodnoty aktivniho pH v hmusovém horizontu zde mohou
klesat az k 2,5. Dominujici vegetaci je zde smrk ztepily (Picea abies). Povodi Certova jezera
(CT) se nachazi na 49°10" s.8. a 13°11°" v.d., v nadmotské vysce 1030 m.n.m. Pidy povodi CT
tvoii pfedev§im dystrické kambizemé (58 %), dale se zde vyskytuji podzoly (21 %) a
organicky bohata nevyvinuta pada (17 %) (Kopacek et al., 2002a, b). Hodnoty aktivniho pH
humusového horizontu se pohybuji mezi 2,5 - 3,3. Dominujici vegetaci je zde smrk ztepily
(Picea abies). Podrobné fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti pid jsou shrnuty v
Kopécek et al. (2002a, b.)

Pokusna plocha Hamr (H) se nachdzi na 49°09" s.§. a 14°46” v.d., v nadmoiské vysce
415 mn.m. vblizkosti feky Nezarky. Uzemi je klasifikovano jako aluvialni mokiad
s jilovitym ptdnim substratem - gleyosolem. Dominujici vegetaci je zde ostiice méchytkata

(Carex vesicaria) a ostfice §tihla (Carex acuta).

3.2. Odbér a zpracovani pudnich vzorka

Vzorky ptidy byly odebrany na konci vegetacni sezony v listopadu roku 2009 z horni pokusné
plochy v povodi Plesného jezera, dolni pokusné plochy Certova jezera a z kontrolnich ploch
Hamru. Na kazdé pokusné plose PL a CT byly odebrany vzorky humusového horizontu z péti
ndhodnych mist. Na pokusnych plochach Hamru byly vzorky odebrany z deseti mist
z hloubky 5 - 20 cm. Pro kazdou lokalitu byl vytvoren smésny vzorek, ten byl presat pres sito
o velikosti ok 5 mm a ulozen v lednici pti 4°C. Struéné fyzikln€ chemické vlastnosti ptid jsou

uvedeny v tab. 4.
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pH (HZO) Ctot - Ntot Alox Fecd _1Ptot Pox
mol.kg mmol.kg

PL 3.45 27.81 1.08 60.63 35.25 23.38 8.38

sd 0.14 8.08 0.26 30.88 22.12 8.36 7.12
CT 3.48 28.50 0.94 78.17 106.00 29.50 11.67

sd 0.19 8.78 0.31 32.76 87.12 8.70 3.09
H 4.74 8.03 0.54 n n 50.55 15.05

sd 0.19 1.38 0.08 8.81 2.73

Tab 4: Vybrané fyzikalne-chemické charakteristiky (Ctot, Ntot, Ptot — celkovy C, N, P; P,,
Alyx — P, Al v oxalatovém extraktu; Fe., — Fe v citrat-hydrosulfidovém extraktu). V tabulce
Jjsou uvedeny priimeérné hodnoty a smerodatné odchylky (sd). Pismeno n v tabulce znamend, Ze

puidni charakteristika nebyla u dané pudy stanovena (upraveno podle Kopdacek et al., 2002 a,
b, Mach 2010).

3.3. Analvza vzorku

3.3.1. Stanoveni sorpce P piudami

Cilem tohoto pokusu bylo urcit, (1) jaké mnozstvi P uvolnéného zbunc¢k padnich
mikroorganismii v podobé ortofosforecnanového iontu muze dand pida zadrzet béhem 24
hodinové fumigace a (2) jak vyznamny je vliv sorpcnich schopnosti piid na stanoveni Pmic.
Do pidy jsem piidaval P v ur€itém rozmezi hodnot. V tomto rozmezi by se mélo pohybovat
predpokladané¢ mnozstvi P uvolnéného zbunék pidnich mikroorganismii v podobé
ortofosfore€nanového iontu.

Sorpci pfidaného anorganického P v jednotlivych ptidach jsem stanovil podle Yuan a
Lavkulich (1994). Vzorky pfirozen¢ vlhké pady PL, CT a H jsem navazil do 8
centrifugacnich zkumavek o objemu 50 ml tak, aby hmotnost susiny v kazdé centrifugacni
zkumavce byla vzdy 1 g. Técho osm vzorki jsem po dobu 24 hodin paralelné vystavil 30 ml
roztoku KH,PO4 v 0,002 M CaCl, se zvysujici se koncentraci PO4-P:  0-20-40-80-200-400-
800-1200 pg g™'. CaCl, slouzil k udrzeni iontové sily roztoku.

Po 24 hodinach, kdy byly vzorky ponechany na horizontalni tfepacce (170 ot/min),
jsem vzorky centrifugoval po dobu 15 minut pti 1000g a poté filtroval (sklenény filtr Macherey-
Nagel, porosita 0,4 um). Ve filtratu jsem kolorimetricky stanovil koncentraci rozpusténého
reaktivniho P (Murphy a Riley, 1962). Rozdil mezi plvodni koncentraci P v roztoku a
rovnovaznou koncentraci P ve filtrdtu po procedufe jsem pouzil k vypoctu mnozstvi P

zadrzeného piidnim sorpénim komplexem.
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3.3.2. Stanoveni extrahovatelnosti P hydrogenuhli¢itanem sodnym
Hydrogenuhli¢itan sodny se pouZziva jako extrakéni ¢inidlo pfi stanoveni Pmic. Cilem tohoto
pokusu bylo stanovit, jak zavisi extrahovatelnost ptfidaného P (vnitiniho standardu) na
velikosti jeho piidavku. P jsem do pudy ptidal v mnozstvi 20 - 1200 pg g”'. Toto rozmezi
zahrnovalo mnozstvi P bézné ptidavané do ptidy jako vnitini standard slouzici ke korekci na
sorpei pudy. V pouzivané metodice se P pfidava v mnozstvi 25 ug g™

Postup extrakce P odpovidal metodice stanoveni Pmic podle Brokes et al. (1982).
Kazdy pidni vzorek jsem rozvazil po 5 gramech do celkem 13 NTS lahvi o objemu 100 ml.
Prvni tfi vzorky slouzily jako nefumigovand kontrola, druhé tfi vzorky byly vlozeny do
exikatoru s kadinkou obsahujici 30 ml Ccistého chloroformu bez pifimési ethanolu a
fumigovany po dobu 24 hodin. Ke zbylym 7 vzorkiim jsem pied vlastni extrakci ptidal vnitini
standard v podobé jednorazového piidavku P-PO4 o zvySujici se koncentraci: 0-20-40-80-
200-400-800-1200 pg g"'. Viechny vzorky jsem extrahoval 75 ml 0,5 M roztoku NaHCOj; o
pH = 8,5 po dobu 45 minut na horizontélni tfepacce rychlosti 170 ot/min pii teploté 25°C. Po
ukonceni extrakce jsem vzorky centrifugoval pii 1000g po dobu 10 minut. Vzorky jsem
nasledné okyselil a po 24 hodindch prefiltroval. V takto pfipravenych vzorcich jsem
kolorimetricky stanovil koncentraci reaktivniho rozpusténého fosforu (Murphy a Riley, 1962).
Rozdil mezi koncentraci P v nefumigované kontrole a koncentraci P ve fumigovanych nebo
obohacenych vzorcich jsem pouZil k vypoctu mnozstvi extrahovatelného P. Koncentrace P ve

fumigovanych vzorcich slouzily k vypoc¢tu Pmic (viz 3.3.4.)

3.3.3. Stanoveni vlivu biologické sorpce na extrahovatelnost P hydrogenuhli¢itanem
sodnym

Cilem tohoto pokusu bylo ur€it, jakym zptisobem miize biologicka aktivita ovlivnit sorpci a
naslednou extrakci P pfidaného do pidy v podobé jednorazového piidavku. V tomto pokusu
jsem postupoval stejnym zptsobem jako v ¢asti 3.3.2., ale s tim rozdilem, Ze jsem v ptidnich
vzorcich omezil mikrobialni aktivitu. Inhibici mikrobidlni aktivity jsem docilil snizenim

okolni teploty na 4°C (Morel a kol., 1996; Olander a Vitousek, 2005).

3.3.4. Stanoveni vlivu koncentrace vnitfniho standardu na hodnoty Pmic
Cilem tohto pokusu bylo ur€it, zda miiZze zvolend koncetrace vnitiniho standardu ovliviiovat
vypocet Pmic. Udaje o extrahovatelnosti vnitiniho standardu ziskané v &asti 3.3.2. a 3.3.3.
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jsem pouzil k vypoctu mnozstvi P v biomase pidnich mikroorganismi (Pmic). Hodnoty Pmic

jsem vypocital podle bézn¢ pouzivaného vzorce:

Pmic = (St*(A¢ - Aup))/(Ay - Anp))/0,4

St - mnozstvi pfidaného P na gram suché ptudy (vnitini standard)

Ayt - absorbance nefumigovaného vzorku s pfidavkem vnitifniho standardu
Ayf - absorbance nefumigovaného vzorku

A - absorbance fumigovaného vzorku

0,4 - korekcni faktor K, (Hedley a Stewart, 1982)

Pro kazdou jednotlivou koncentraci pfidan¢ho P pouZzitou v ¢asti 3.3.2 a 3.3.3. jsem

vypocital hodnoty Pmic.

3.3.5. Stanoveni korek¢niho faktoru K,

Cilem tohoto pokusu bylo stanovit mnoZstvi P v intaktnich mikrobidlnich bunkéach,
cytoplasmé a zbytku nerozpustnych bunécénych struktur, které ziistavaji v padé po fumigaci.
(1) Timto zpisobem jsem chtél uréit pomér mezi mnozstvim celkového P v mikrobialni
biomase a mnozstvim mikrobidlniho P stanovené¢ho extrak¢éné fumigacni metodou a tak
stanovit korek¢éni faktor K, pro tyto pidy. (2) Dale jsem sledoval moznou sprpci
anorganického P na mikrobidlni buiiky. Vzhledem k casové néaro€nosti tohoto pokusu jsem

pro analyzu pouzil jen vzorky PL a H.

1) mnozstvi P v mikrobialnich buiikdch pied a po centrifugaci:

Tato ¢ast pokusu slouZila k uréeni hodnoty korekéniho faktoru K,,. Pidu jsem smichal
se sterilnim piskem (velikost zrn 1 - 2mm) v poméru 25:5. Do této smési jsem piidal
kultivaéni medium o nasledujicim sloZeni - sacharéza (16 g.1""); kvasinkovy extrakt (0,2 g.I'™);
KH,PO4 (2 g.I'); MgS04.7H,0 (0,4 g.1™"); FeSO4 (0,04 g.1™"); CaCl, (0,04g.I"); NH4C1 (2 g.I')
(Veldkamp, 1970). Takto pfipravené vzorky jsem inkuboval pii 20°C az do stacionarni faze
ristu. Cilem tohoto kroku bylo: 1) co nejvice zfedit pozadové vlivy koncentrace celkového
pudniho P; ii) ziskat a namnozit mikrobidlni spoleenstvo reprezentativni pro danou pudu; iii)
maximalné snizit adhezi mikoorganismi na pevnou slozku pidy. Béhem inkubace jsem
pomoci oxitopovych hlavic méfil spotfebu kysliku plidnimi mikroorganismy, abych védél,
v jaké ristové fazi se mikrobidlni spolecenstvo nachazi. Vzorky jsem inkuboval az do
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docileni stacionarni faze rlstu pudnich mikroorganismii a poté pouzil k analyzam.
V exponencialni fazi rastu dochézi k akumulaci polyfosfati v mikrobidlnich buiikach a
vysledky by tak mohly byt ovlivnény (Kulaev a Kulakovskaya, 2000).

Po ukonceni inkubace jsem vzorky rozvézil do NTS lahvi vzdy po 5 gramech v 8
opakovanich. 4 opakovani jsem pied extrakci fumigoval, zbylé 4 opakovani jsem extrahoval
thned. K extrakci jsem pouzil 0,5 M NaHCO; o pH = 8,5. Po zaliti fumigovanych i
nefumigovanych vzorkl extrakénim ¢inidlem jsem vzorky 1 minutu sonikoval a poté tfepal na
horizontalni tfepacce rychlosti 170 ot/min. Mikrobialni buniky jsem od pevné slozky oddélil
postupnou centrifugaci (Faegri et al., 1977; obr. 2). Extrakt jsem nejprve centrifugoval pfi
zatizeni 500g, aby doslo k sedimentaci mineralnich castic ptudy, a poté pfi zatizeni 10 000g.
Pelet usazeny na dné centrifugacni zkumavky po druhé centrifugaci ptedstavoval extrahované
mikrobidlni buiiky. V tomto peletu, a pro kontrolu i v extraktu po centrifugaci pii 500g a po
centrifugaci pfi 10 000g, jsem stanovil celkovy P (Kopafek a Hejzlar, 1991; 1993) a

ptepocital ho na celkové mnozstvi pouzitého extraktu a vzorku.

—_— >

centrifugace

centrifugace .
pfi 10000g

pfi 500g

sedimentace
mikrobialnich
bunék
{mikrobialnipelet)

sedimentace
mineralnich
¢astic

Obr. 2: Metoda postupné centrifugace. Na obrazku jsou zndzornény jednotlivé frakce piidy
ziskané po centrifugaci pri 500g a 10 000g

2) sorpce anorganického P na mikrobidlni pelet

Pidu jsem smichal se sterilnim piskem v poméru 25:1, abych jesté vice zfedil vliv
pozadi. Tyto vzorky jsem inkuboval stejnym zpiisobem jako v predchozi ¢asti.
Schéma této casti pokusu je zndzornéno na obr. 3. Po ukonéeni inkubace jsem vzorky

rozvazil do NTS lahvi vzdy po 5 gramech v celkem 16 opakovanich. VSech 16 opakovani
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jsem ihned extrahoval stejnym zpusobem jako v predchozi casti pokusu. Pfed prvni
centrifugaci jsem extrakty prvnich 8 opakovani okyselil na pH = 3, abych docilil flokulace
anorganickych ¢astic do vétsich celkl. Zbylych 8 opakovani slouzilo jako kontrola. Poté jsem
vzorky centrifugoval, jako v predchozi ¢ésti pokusu. V peletu po posledni centrifugaci jsem
ve 4 vzorcich stanovil mnozstvi celkového P a zbylé 4 vzorky jsem pouzil ke stanoveni
mnozstvi P, které se na vznikly pelet mize navazat. To jsem stanovil nasledujicim zptisobem:
K mikrobidlnimu peletu jsem pfidal 20 ml roztoku KH,PO4 0o mnozstvi P-PO4 = 500ug na
20ml a po promychani jsem stanovil mnoZzstvi reaktivniho rozpusténé¢ho P v roztoku (Murphy

a Riley, 1962).

Extrakce vzorku (16 opakovani)

7N

Vzorky s okyselenym Kontrola
extraktemna pH =3 (neokyselené vzorky)
(8 opakovani) (8 opakovani)
_ celkovyP v anorganicky Pvroztoku _ celkovyPv anorganicky P v roztoku
mikrobi&lnim peletu (4 opakovani) mikrobialnim peletu (4 opakovani)
{4 opakovani) (4 opakovani}

Obr. 3: Schéma pokusu slouzici k minimalizaci anorganického znecisténi mikrobialniho peletu

3.4. Statistické zpracovani dat

Ke statistickému hodnoceni dat jsem pouzil rizné statistické testy. K porovnani dvou praméra
jsem pouzil oboustrany t-test. K vyhodnoceni dat casti tykajici se minimalizace
anorganického znec€iSténi mikrobialniho peletu jsem pouzil faktorialni ANOVU s pevnymi
efekty s pH roztoku a formé stanoveného P jako faktory. Homogenitu varianci jsem otestoval
Hartley-Cochran-Bartlettovym testem. Protoze ziskand data nemeéla normalni rozdéleni,
pouzil jsem ke zvySeni homogenity rozptylu logaritmickou transformaci dat. K vyjadieni

zavislosti dvou proménnych jsem pouzil jednoduchou linearni regresi. Data jsem hodnotil
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v programu STATISTICA 9.0 pro Windows. Veskeré grafy a tabulky jsem zpracoval
v programu Microsoft Office 2007.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni sorpce P padami

V grafu 1 jsou vyneseny zavislosti sorpce pud PL, CT a Hamru na mnozstvi pfidaného P-PO,.
Pidy Hamru dokézaly zadrzet veskery piidany P az do mnoZstvi P-PO, = 400 ug.g”'. Ve
vys$Sich mnozstvich se ucinnost sorpce nepatrné snizila o 2 - 9% (tab. 5) dodaného P.
Schopnost pid PL a CT zadrzovat P byla téméi shodna. Pokud bylo k piddm ptidédno
mnozstvi 20 - 40 pgg' P-PO,, P se vyplavoval z pid do roztoku
a hodnoty zadrzené¢ho P byly zaporné (tab. 6). K zadrzeni P dochédzelo az v mnozZstvich
pridaného P-PO, vyssich nez 80 pg.g”'. Uginnost sorpce piidaného P v pidach PL a CT byla
v rozmezi pouzitych koncentraci vyrazné nizsi nez v pidach Hamru a dosahovala maximalné

48,9 a 46,7% ptidaného P.

O H

1200

1000 -

800

600

400

P-PO, sorbovany (ug.g™)

200

200 400 600 800 1000 1200 1400

-200
P-PO, dodany (ug.g™)

Graf 1: Zavislost mnozstvi zadrzeného P-PO4na mnozstvi pridaného P-PO, v pudach PL, CT
a Hamru (H). Carkovand cara vyjadiuje pomeér pridaného k zadrzenému P-POy 1:1.
V grafech jsou uvedeny regresni koeficienty

Ve sledovaném rozmezi piidavku P se mnozstvi sorbovaného P zvySovalo linearné se
zvySujicim se ptfidavkem P ve vSech pidach. K uplnému nasyceni pudniho sorpéniho

komplexu nedoslo ani v jednom piipade.
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H PL CT
PO,4-P dodany PO,-P zadrzeny | PO,4-P dodany PO,4-P zadrzeny | PO4-P dodany PO,4-P zadrzeny
Hg g % Hg g % Hg g %

0 0.0 0 0.0 0 0.0
21 97.1 21 -1314 21 -39.5
42 98.1 42 -46.4 42 -9.3
83 99.2 83 3.1 83 4.0
208 98.6 208 471 208 38.5
417 96.9 417 38.4 417 30.7
833 94.0 833 37.8 833 32.9
1250 87.1 1250 48.9 1250 46.7

Tab. 5: Mnozstvi P sorbovaného jednotlivymi piidami vyjadrené jako % pridaného P

4.2. Stanoveni extrahovatelnosti P hydrogenuhli¢itanem sodnym a vliv biologické sorpce

na tyto hodnoty
Mnozstvi P extrahovatelného zpidy Hamru pomoci NaHCO; dosahovalo v rozmezi

pouzitych koncentraci 16 - 30% ptidaného P (graf 2). Nejméné P bylo extrahovéano v rozmezi
hodnot ptidaného P 10 - 40 pug.g” (v priméru 11,7%) a nejvice v rozmezi 80 - 1200 pg.g”
(24,3 - 30,7% ptidaného P).

1200 - O 25°C Hamr ,
e
O 4°C
1000 - pid
—_—111 )
= e
o 800 - P y = 0,47x - 31,42
- /
£ Pid R? = 0,976
2 600 - P O ,
e
©
az 400 - y = 0,30x - 9,90
o
o R? = 0,991
& 200 -
0 -

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0 1400,0

P-PO, dodany (ug.g™)

Graf 2: Zavislost mnozstvi extrahovatelného P-PO, na mnozstvi pridaného P-POy v puddch
Hamru pri 25°C a 4°C. Carkovana cara vyjadruje pomér extrahovaného k pridanému P-PO,
1:1. V grafu jsou uvedeny regresni rovnice s prislusnymi regresnimi koeficienty
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V padach PL a CT byla extrakce ucinngjsi. V ptidach PL se pohybovala mezi
82 - 100% (graf 3). Nejméné P bylo mozné extrahovat pfi mnozstvi pfidaného P 20 pg.g”, a
to 28,9%. V pudach CT se mnozstvi extrahovatelného P pohybovalo mezi 91 - 100%
pridaného P (graf 4) . Nejméné P se vyextrahovalo po piidavcich P v mnozstvi 20 a 40 pg.g™,
ato 61,8 a46,7%.

V rozmezi pouzitych ptidavkii bylo mnozstvi P extrahovaného z ptid pfimo umérné
mnoZstvi P, které bylo do ptdy ptidano. Uginnost extrakce byla vyssi u piid PL a CT nez u

pud Hamru.

4.3. Vliv biologické sorpce na extrahovatelnost P

Vliv biologické sorpce na mnozstvi P extrahovatelného z piidy byl rozdilny v ptidach
Hamru od piad PL a CT. V pidach Hamru vedlo snizeni biologické aktivity ptud pii 4°C ke
zvyseni extrahovatelného P o0 9,2% pokud byl piidavek vyssi nez 200 pg.g” (graf 2). Naopak
v pudach PL a CT vedlo snizeni biologické aktivity ke snizeni mnozstvi extrahovatelného P o
11,3 a 5,2% pti pridavku vy$sim nez 200 pg.g”" (graf 3 a 4). P¥i pouziti nizkych pridavka
okolo 20 pg.g”" se mnozstvi extrahovatelného P snizilo o 13,0 v piidach PL a 48,0% v padach
CT.

- Plesné jezero =
1200,0 025°C J y =0,86x + 5,19
2 _

10000 4 ©4°C R™=0,990
‘TO.’ O
2 8000 - y =0,78x + 6,37
>
G R?=0,979
3 600,0 -
e
©
3 4000 -
o
o
a 200,0 -

0,0

0,0 200,0 4000 600,0 800,0 1000,0 1200,0 1400,0

P-PO, dodany (ug.g™")

Graf 3: Zavislost mnozstvi extrahovatelného P-PO4 na mnozstvi pridaného P-POy v piidach
povodi Plesného jezera pri 25°C a 4°C. V grafu jsou uvedeny regresni rovnice a prislusné
regresni koeficienty
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Graf 4: Zavislost mnozstvi extrahovatelného P-PO, na mnozstvi pridaného P-POy v puddch
povodi Certova jezera pri 25°C a 4°C. V grafu jsou uvedeny regresni rovnice s prislusnymi
regresnimi koeficienty

4.4. Stanoveni vlivu koncentrace vnitfniho standardu na hodnoty Pmic

V grafech 5 - 7 je zndzornéna zavislost extrahovatelnosti vnitinitho standardu na jeho
koncentraci. Ke kazdé koncentraci vnitiniho standardu je uvedena vypocitand hodnota Pmic.
Ve vSech pidach byla extrahovatelnost vnitiniho standardu nizkd, pokud byl pouzit vnitini
standard o nizké koncentraci P. Pii pouZiti koncentrace vnitiniho standardu nad 200 pg.g” se

jeho extrahovatelnost zvySovala.

Vypocitané hodnoty Pmic se pro jednotlivé koncentrace vnitiniho standardu znacné
Hamru (garf 5), 474,9% v pudach PL (graf 6) 330,1% v ptdach CT (graf 7). Pokud byla ve
vzorcich omezena biologicka sorpce, tyto rozdily se jesté prohloubily a dosahovaly az 6000,
8000 a 1700% mezi nejvyssi a nejnizsi vypocitanou hodnotou Pmic v pidach PL, CT a
pidach Hamru. V rozmezi hodnot pouzitého vnitiniho standardu 200 - 800 pg.g’ se

vypocitané hodnoty Pmic ve vétSin¢ piipadii prikazné neliSily a rozdil mezi nejvyssi a
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CT. V tom samém rozmezi pii omezené biologické sorpci byly rozdily vyssi (142% pro H;

135% pro PL a 76% pro CT).

-0 4°C
—6—25°C
859
‘;“-?: N
n
S e
-~ ~—
’.§ O
o 40,0 489
2. s
o
200
0,0

00 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
P-PO, - dodany (pg.g)

Graf 5: Zavislost mnoZstvi zadrzeného P na mnoZstvi P dodaného v pudach Hamru. Ke
kazdému pridanému mnoZstvi je spocitin Pmic (ug.g”) za pouziti daného mnoZstvi jako
vnitiniho standardu podle rovnice uvedené v kap. 3.3.4.. Podtrzend cisla ukazuji vypocitané
hodnoty Pmic pri méreni pri 4°C, kdy byla omezena biologicka sorpce, a nepodtrzena cisla
ukazuji vypocitané hodnoty Pmic pri méreni pri 25°C
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Graf 6: Zavislost mnozstvi zadrzeného P na mnozstvi P dodaného v pudach PL. Ke kazdému
pFidanému mnozstvi je spocitan Pmic (ug.g”) za pouZiti daného mnozstvi jako vnitiniho
standardu podle rovnice uvedené v kap. 3.3.4.. Podtrzena cisla ukazuji vypocitané hodnoty
Pmic pri méreni pri 4°C, kdy byla omezena biologicka sorpce, a nepodtrzena cisla ukazuji
vypocitané hodnoty Pmic pri mereni pri 25°C.
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Graf 7: Zavislost mnozstvi zadrzeného P na mnozstvi P dodaného v piidach CT. Ke kazdému
pFidanému mnozstvi je spocitan Pmic (ug.g”) za pouZiti daného mnozstvi jako vnitiniho
standardu podle rovnice uvedené v kap. 3.3.4.. Podtrzena cisla ukazuji vypocitané hodnoty
Pmic pri méreni pri 4°C, kdy byla omezena biologicka sorpce, a nepodtrzena cisla ukazuji
vypocitané hodnoty Pmic pri mereni pri 25°C

4.5. Stanoveni korek¢niho faktoru K,

V grafu 8 a 9 jsou vyneseny rustové kiivky ptidnich mikroorganismt v pudach PL a Hamru.
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Graf 8: Riistova kirivka pudniho spolecenstva pud Plesného jezera stanovena pomoci spotreby

0, mikrobidlnim spolecenstvem. Sipka oznacuje moment, ve kterém byl vzorek pouzit
k analyze.
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Graf 8: Riistova kiivka piidniho spolecenstva piid Hamru stanovena pomoci spotieby 0,
mikrobidlnim spolecenstvem. Sipka oznacuje moment, ve kterém byl vzorek pouzit k analyze.

Lag faze skoncila u obou pid po 30 hodinidch. Behem dalSich 20 hodin probihala
exponencialni faze rGstu pldnich mikroorganismi a stacionarni faze ristu doséhlo
mikrobidlni ptidni spolec¢enstvo obou ptid po 80 hodinach. Nebyly zjistény vyznamné rozdily
v mikrobialni aktivité¢ pouzitych pid. Vzorky na stanoveni P v mikrobidlnich bunkach byly

odebrany po 168 hodinach inkubace.
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1) mnozstvi P v mikrobidlnich buiikéch pted a po centrifugaci

Vtab. 6 je mnozstvi celkového P v pldnim extraktu po centrifugaci pii 500g, po
centrifugaci pfi 10 000g a v peletu fumigovanych a nefumigovanych vzorki. MnoZstvi
celkového P se po fumigaci vzorkl ve vSech frakcich zvysilo. Rozdily mezi fumigovanymi a
nefumigovanymi vzorky v extraktech ze vzorkli PL nejsou statisticky prikazné, v extraktech
ze vzorkil H jsou vyznamné rozdily. Mnozstvi P v mikrobidlnim peletu po centrifugaci pii 10

000g bylo ve vzorcich PL a Hamru vyssi, ackoliv tento rozdil neni pro vzorky PL statisticky

vyznamny.
PL nefumFi?ot (ug];;Jmig i : i
extarkt po 502%_ 192;134 192.(;3.26 174 6 0.11
extrakt po 100223 17’?’;.1239 2015.1886 242 6 0.31
mikrobialni peslclaé- 3.7(;43 4.2(53-84 12.09 6 0.36
H nefumP?Ot (HJ;Jmlg F df p
extarkt po 502%, 13.((;131 45.:164 4.04 6 << 0,05
extrakt po 100(5)2?_ 9.65.17 41 .?3(_580 4.45 6 << 0,05
mikrobialni peslcla(;. 1.8(;3.77 3.105.65 1.41 6 < 0,05

Tab. 6 - Mnozstvi celkového P (Ptot) v extraktu po centrifugaci pri 500g, pri 10000g a
v mikrobidalnim peletu ve vzorcich PL a H pred a po fumigaci. V tabulce jsou uvedeny
prumery se smerodatnymi odchylkami (s.d.) n = 4 a vysledky oboustraného t-testu
porovnavajici mnozstvi Ptot v jednotlivych frakcich fumigovanych a nefumigovanych vzorki

2) sorpce anorganického P na mikrobialni pelet

Okyseleni extrakéniho ¢inidla pied centrifugaci vedlo ke statisticky pritkaznému snizeni
mnozstvi celkového P v mikrobidlnim peletu (PL: F = 8,59; df = 12; p < 0,05), (HL: F =
115,55; df = 12; p < 0,05) (tab. 7). Vyznamny vliv mélo okyseleni na mnozstvi rozpusténé¢ho
reaktivniho P, ktery se uvolnil z mikrobidlniho peletu po ptidavku P-PO,. Ve vSech piipadech
se vyplavoval P do roztoku a mnozstvi P-POy se v roztoku zvysilo. V neokyseleném extraktu
bylo mnozstvi celkového P v mikrobidlnim peletu prikazné vyssi nez mnozstvi reaktivniho
rozpu$téného P, ktery se uvolnil z peletu do pfidaného roztoku P-POj4 (tab. 7). Po okyseleni
extraktu tomu bylo naopak (PLHA: F = 10,13; df = 12; p < 0,05), (HL: F = 10,67; df = 12;
p < 0,05). Tato chyba mohla byt zptisobena rozdilnou citlivosti pouzitych metod pii takto
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nizkych koncentracich P. Muzeme fici, ze je mnozstvi celkového P peletu a reaktivniho

rozpusténého P uvolnéného z peletu stejné.

celkovy P v

P-PO, v roztoku

P-PO, uvolnény z

PL mikrobialnim peletu mikrobialniho peletu
Mg Mg Mg
vzorky s okyselenym 4,47 507,14 7,14
extraktem 0,65 0,60 0,60
kontrolni vzorky 8,97 507,28 7,28
0,34 2,41 2,41
H Ptot P-PO,
Mg Hg
vzorky s okyselenym 5,37 506,20 6,20
extraktem 1,36 0,58 0,58
kontrolni vzorky 19,72 512,86 12,86
0,74 3,47 3,47

Tab. 7: Mnozstvi celkového P v mikrobidlnim peletu a mnozstvi rozpusténého reaktivniho P
(P-POy) v roztoku P-POy4 (500 ug) poté co byl promychan s mikrobialnim pletem. V tabulce
Jjsou uvedeny hodnoty se smérodatnami odchylkami (s.d.) n = 4
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5. Diskuze

5.1. Stanoveni sorpce P padami

Béhem 24 hodinové fumigace se P postupné uvonuje z bunék pidnich mikroorganismti do
pudniho roztoku a miize byt sorbovan na ptadni ¢astice. Stanoveni sorpce P piidami metodou
podle Yuan a Lavkulich (1994) je jednim z prostfedkil jak zjistit, do jaké miry sorpce P na
pudni ¢astice béhem fumigace ovliviiuje stanoveni Pmic. Z vysledkl tohoto pokusu vyplyva,
ze sorpéni vlastnosti piidy mohou vyznamnym zplisobem ovliviiovat stanoveni P v pudni
mikrobidlni biomase extrakéné fumigacni metodou. Béhem fumigace totiz dochazi k sorpci P
uvolnéného z bunck plidnich mikroorganismi v podobé ortofosfore¢nanového iontu na piidni
sorpéni komplex. Mnozstvi P, které se muize uvolnit z bun¢k pidnich mikroorganismd,
nepievysuje ani v jedné z pud, jeji sorpcni maximum, kdy jsou veskera sorpcni mista v pudé
nasycena. V celém rozsahu pouzitych koncentraci ptidaného P je totiz mnozstvi zadrzeného P
linearni. Uginnost sorpce se viak mezi jednotlivymi piidami lisi a tim se bude lisit velikost
vlivu sorpce na stanoveni Pmic v téchto ptidach.

Mnozstvi P, které po uvolnéni z mikrobidlnich bunék mtze ptida Hamru sorbovat je
vysoké. Toto mnozstvi dosahuje témét 98% uvolnéného P aZ do mnoZstvi, kdy je béhem
fumigace do pidy uvolnéno 400 pg.g”'. I nad touto hodnotou je sorpce pudy vyznamna a
dosahuje témét 86%. V pidach povodi Pleiného a Certova jezera je pak sorpce P uvolnéného
pudnimi mikroorganismy mén¢ vyznamna. Mnozstvi P, které jsou tyto ptidy schopné béhem
fumigace sorbovat, dosahuje maximalné 46% uvolnéného P a to jen v pfipad¢, ze je z bunék
pidnich mikroorganismi do pidy uvolnéno dostateéné mnozstvi P piesahujici 80 pg.g”. Pod
touto hranici je sorpce P témito ptidami zanedbatelnd. Naméfené zaporné hodnoty sorpce P
pod hranici 80 pg.g” jsou vysledkem piitomnosti rozpustnych forem P v pudé. Pokud je
koncetrace P ptidaného roztoku pfili§ nizkd, tyto formy P se do né&j uvolnuji (Brady a Weil,
2002).

Mnozstvi P sorbovaného pudou tak, jak bylo stanoveno vtomto pokusu, ale
neodpovida s naprostou presnosti mnozstvi P sorbovaného béhem fumigace poté, co dojde k
uvolnéni P z bunék pldnich mikroorganismii. Chovani uvolnéného mikrobialniho P v ptdé
totiz miize byt lehce odlisné od chovani pfidaného anorganického P v pidé (Wu et al., 2000).
Diky vysokym sorpénim schopnostem piid Hamru a piid PL a CT nad hranici 80 pg.g” je ale
mozné tento rozdil zanedbat. Stejn¢ tak mizeme tento rozdil zanedbat u pid PL a CT pod

hodnotou 80 pg.g™', protoze zde k sorpci témét nedochazi. Lze Fici, Ze mnozstvi zadrzeného P
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tak, jak bylo stanoveno v tomto pokusu, se velice blizi skutecné situaci, ktera nastava v padeé
béhem fumigace. P je pfi tomto stanoveni, podobné jako béhem fumigace, zadrzen piidnim
sorpcnim komplexem a vliv biologické sorpce je minimalni (Kana a Kopacek, 2002).

Na zéklad¢ tohoto pokusu mizeme fici, Ze sorpéni vlastnosti ptid mokrych luk Hamru
mohou vyznamnym zpusobem ovlivnit stanoveni Pmic. Zna¢na ¢ast P uvolnéného z bunék
pudnich mikroorganismti do piidy muze byt béhem 24 hodin trvajici fumigace navazana na
sorpéni komplex pady. V pidach PL a CT je toto mnozstvi a? do hodnoty 80 pg.g’
zanedbatelné a pii vysSich mnoZstvich mize dosahovat téméf poloviny uvolnéného P.

Dulezité je ale védet, jaké mnozstvi z takto navazaného P mtizeme uvolnit extrakei NaHCO:s.

5.2. Stanoveni extrahovatelnosti P hydrogenuhli¢itanem sodnvm a vliv biologické sorpce

na tyto hodnoty

Z vysledki tohoto pokusu vyplyva, ze pomoci NaHCO; je mozné z pid PL a CT extrahovat
témet veskery pridany P (vnitini standard). V ptidach Hamru je toto mnozstvi vyrazné nizsi a
dosahuje maximalné¢ 30% uvolnéného P. Vysoké ucinnosti extrakce v pidach PL a CT
odpovidaji hodnotdm naméfenym Blissem et al. (2004), ktefi zjistili, Ze ndvratnost P
pridaného do kyselych piid v mnozstvi 40 pg.g” dosahuje v humusovych horizontech 94%.
Na druhou stranu nase vysledky neodpovidaji vysledkim Wu et al. (2000). Ti naopak zjistili,
ze navratnost P piidaného do ptidy pii pouziti NaHCOs jako extrakéniho Cinidla neptesahuje
v kyselych piidach 20%.

Vnitini standard se ptfidava do pidy proto, aby se vypocet biomasy korigoval na sorpci
P, ktery se uvolni z mikrobidlnich bunék béhem fumigace, a které neni mozné vyextrahovat
NaHCOs. To znamena, ze se predpoklada, ze mechanismy sorbujici P mikrobialniho ptivodu
v pudé béhem fumigace jsou podobné jako mechanismy sorbujici vnitini standard a plisobi na
vnitini standard stejnym zplisobem. Jak ale ukdzal Morel et al. (1996), sorpce P v ptidé mimo
jiné zavisi také na tom, po jak dlouhou dobu je ptuda v kontaktu s roztokem P. Chovani P
v pud¢€ je jiné béhem 24 hodin trvajici fumigace, nez chovéani P v pid¢ po jednorazovém
pfidavku. Porovnani vysledki sorpce P a extrahovatelnosti vnitiniho standardu P NaHCO;
ukazuje, ze sorpce vnitiniho standardu P se li$i od sorpce P béhem 24 hodinového kontaktu
s piidou. Zda se, ze pouziti vnitiniho standardu pro korekcei na sorpci pudy, tak jak se pouziva
pii stanoveni Pmic, je nevhodné a mtze se stat zdrojem chyb. Na zéklad¢ vysledki stanoveni
sorpce a extrahovatelnosti P NaHCO; neni v tuto chvili mozné stanovit piesné mnozstvi P,
kter¢ se wuvolni zbunék pildnich mikroorganismi bcéhem fumigace v podobé
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ortofosfore¢nanového iontu. Pro stanoveni skute¢né extrahovatelnosti P NaHCOs;, ktery se
uvolni fumigaci a navaze na ptidni sorpcni komplex, by bylo v budoucnu vhodné stanovit pro
kazdou piidu extrahovatelnost P, ktery zlstal navazany v sedimentu po 24 hodinové sorpci P
(viz kap. 4.1.). Pro extrakci P ze sedimentu by se m¢l pouZit stejny postup jako pfi extrakci
vnitiniho standardu.

Na sorpci P uvolnéného pii fumigaci se ziejmé uplatiuji predevSim mechanismy
chemické a fyzikalni sorpce, které urcuji sorpéni kapacitu pid (Kana a Kopacek, 2002). Pii
pfidavku vnitiniho standardu P se ale mulze uplatiiovat i biologicka sorpce (Olander a
Vitousek, 2005) a ta mize byt zdrojem chyb. Vysledky uvedené v této praci ukazuji, ze se
biologické sorpce na sorpci vnitiniho standardu v podob¢ jednorazového pridavku P podilet
muze. V pudach mokrych luk Hamru doSlo totiz po omezeni mikrobidlni aktivity a tedy
biologické sorpce ke zvySeni extrahovatelného P v priméru o 9,2%, ale jen pokud bylo
k padam piidano dostateéné mnozstvi P piesahujici 200 pg.g”. Biologickd sorpce tedy
pravdépodobné piispiva k odliSnému chovani P v piid€, nemiize vSak sama o sobé& vysvétlit
protikladné vysledky sorpce a extrahovatelnosti P v ptidach PL a CT. V pidach PL a CT
doslo sice k nepatrnému snizeni extrahovatelného P po ptidavku vnitiniho standardu o
vy§§ich koncentracich P (200 - 1200 pg.g'), ale oproti oéekavani dolo k jesté vétsimu
poklesu hodnot extrahovatelného P po ptidavku vnitiniho standardu o niz§ich koncentracich P
(20 - 80 pg.g™). Doslo tedy k jests vétsimu prohloubeni rozdiléi v sorpci a extrahovatelnosti P
pii téchto koncentracich. Je mozné, Ze 1 v pudach PL a CT biologicka sorpce pfispiva k sorpci
vnitiniho standardu a pokles hodnot extrahovatelného P je zpiisoben citlivosti mikrobialniho
spoleCenstva k pouzitému extrakénimu cinidlu. V ptipadé¢ kdy neni biologickd sorpce
omezena, mohou pidni mikroorganismy ¢ast piidaného P imobilizovat a po zaliti extrakénim
¢inidlem uvolnit. Podobné vysledky byly publikovany ve studii Ahmeda et al. 2008. Ten
zjistil, Ze po ptidani bakterialni kultury do fumigované ptidy se mnozstvi extrahovatelného P
NaHCO; oproti fumigovanym vzorkim bez piidané bakteridlni kultury zvysilo o 7%.
Vysledky byly interpretovany tak, ze béhem extrakce muze dochéazet k desorpci P z pudy
zpiisobené pridanou bakterialni kulturou. Je vSak také mozné, Ze doslo k ¢aste¢né extrakci P
vazaného v buiikach bakterialni kultury

Z vysledki predlozenych v této praci vyplyva, Ze biologicka sorpce je jednou z pficin
zkresleni vysledkti stanoveni Pmic extrakéné fumigacni metodou. Je ale zfejmé, Ze samotny
mechanismus biologické sorpce nemuze vysvétlit rozdilné hodnoty sorpce a extrahovatelnosti
P v pidach PL a CT. Pro stanoveni Pmic je ale diilezité, ze pouziti vnitiniho standardu pro
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korekci P na sorpci pudy je pravdépodobné nevhodné, protoze pouzitim vnitiniho standardu
v podob¢ jednorazového ptidavku P neni mozné napodobit skutecnou sorpci P uvolnéného
z bunék piadnich mikroorganismi v podobé ortofosforecnanového iontu béhem 24 hodinové
fumigace. Tim padem neni mozné urcit ani ndslednou extrahovatelnost takto vadzaného P

z pady.

5.3. Stanoveni vlivu koncentrace vnitiniho standardu na vvpocet Pmic

Z vypocitanych hodnot Pmic podle bézné pouzivaného postupu s pouzitim riznych
koncentraci vnitiniho standardu P je patrné to, Ze zapocitani vnitiniho standardu pfi stanoveni
Pmic za ucelem korekce na sorpci pudy je zdrojem velkych chyb. Vypocitané hodnoty Pmic
se mezi jednotlivymi koncentracemi vnitiniho standardu, které jsem pouzil k vypoctu, lisi
dokonce o vice nez 200%. Ve vSech ptidach dochazi k nejvétsimu zkresleni Pmic pfi pouziti
nizkych koncentraci vnitiniho standardu P. V pidé Hamru, ve které jsem zjistil vysokou
sorpci pridaného P, byly hodnoty Pmic dokonce zaporné. To mohlo byt zptisobeno tim, ze
piidand koncentrace vnitiniho standardu byla natolik mald, ze dosSlo k jeho uplné sorpci.
Rozdil mezi mnozstvim P v pdé bez ptidavku P a v piid€ s ptidavkem vnitiniho standardu P
byl nulovy az zaporny a to vedlo k zapornym hodnotam vypocitaného Pmic. V pudé PL a CT
naopak nizké koncentrace wvnitfniho standardu (< 80 pg.g') vedly kneimérnému
nadhodnoceni vysledkl. Sorpce vnitiniho standardu P v ptad¢ byla nadhodnocena (viz graf 6 a
7) a to vedlo ke zvySeni vypocitanych hodnot Pmic. Je patrné, Ze v ptipadé€, kdy je do pudy
pfidan P v mnozstvi niz8im nez 80 pg.g”, tedy v mnozstvi pii kterém se vysledky sorpce a
extrahovatelnosti P rozchéazeji nejvice, jsou vypocitané hodnoty Pmic nejvice odlisné od
vSech ostatnich. V téchto koncentracich se pohybuje bé&zné pouzivany wvnitini standard.
Vysoké hodnoty Pmic méfené v piidach Plesného a Certova jezera a neimérné nizké az
zaporné hodnoty Pmic pid mokrych luk Hamru jsou nejspiSe zpiisobeny pouzitim nizké

koncentrace vnitiniho standardu ke korekci na sorpci ptidy (Zhao et al., 2008).

5.4. Stanoveni korekéniho faktoru K,

Dal$im zdrojem chyb pfi vypoctu Pmic mize byt korekéni faktor K,. V této praci se mi
bohuzel nepodatilo stanovit hodnoty korekéniho faktoru pro ptidy PL, ani pro pudy Hamru.
Hlavnim divodem bylo znecisténi mikrobidlniho peletu po centrifugaci pii 10 000g a

caste¢né také variabilita a neptesnost ziskanych vysledkii.
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Znecisténi peletu bylo zptisobeno nejspiSe oxidy hliniku (Al) a zeleza (Fe), jejichz
velikost je natolik mald (0,1um; Brady a Weil, 2002), ze tyto castice nesedimentuji pii
zatizeni 500g s ostatnimi pidnimi ¢asticemi, ale stejné jako mikrobidlni buniky az pfi zatiZzeni
10 000g. To potvrzuje 1 Ehlers et al. (2008). Tyto castice jsou schopné vazat na sebe P
uvolnény béhem fumigace zbunék pildnich mikroorganismi. Mnozstvi P v peletu po
fumigaci vzorku se tak oproti ocekavani zvysuje. Protoze ucelem tohoto pokusu bylo urcit
mnozstvi P v intaktnich bunikdch a v nerozpustnych zbytcich mirkobidlnich bunék po
fumigaci, nebylo moZné na zaklad€ takovychto vysledkli hodnotu K,, stanovit. Proto jsem se
rozhodl, Ze budu testovat, jestli je mozné minimalizovat znecisténi peletu do té miry, aby
stanoveni K, nerusilo. Abych docilil sedimentace oxidi Al a Fe jiz pfi 500g, okyselil jsem
pted centrifugaci roztok na pH = 3. Pfi této hodnoté pH by mélo dochazet k flokulaci oxida
Al a Fe do vétsich celki diky zméné jejich povrchového naboje. Vysledky potvrzuji, ze
okyselenim extrak¢éniho €inidla doslo ke sniZeni celkového mnozstvi P v peletu (viz tab. 7).
Doslo také ke snizeni mnozstvi reaktivniho rozpusténého P vyplaveného z peletu.

NasSe vysledky ale také naznacuji, ze se do mikrobidlniho peletu dostala jen mala ¢ast
mikrobidlnich bun€k ze vzorku. Divodem pro¢ se do peletu po centrifugaci 10 000g cast
mikrobialnich bun¢k nedostala, mohla by bud’ (i) malé ucinnost extrakce pouzitého c¢inidla,
nebo (ii) sedimentace mikrobialnich bunék jiz pii 500g. Pravdépodobngjsi pri¢inou je
sedimentace mikrobialnich bun€k jiz pfi niz§im zatizeni.

(1) Hydrogenuhli¢itan sodny je u¢iny extraktant a pravdépodobnost, ze v provedeném
pokusu nebyly mikrobidlni buiiky ze vzorku vyextrahovany je nizkd. Pti pouziti NaHCOj; jako
extrakéniho ¢inidla by méla byt ze vzorku uvolnéna vétsina mikrobialnich bungk. Uginnost
extrakce byla zvySena také tim, ze na zacatku pokusu byla piida smichana se sterilnim piskem
a tyto vzorky byly inkubovény. Tim, jak se ptidni spolecenstvo ve vzorku rozriistd, uvoliuji se
pudni mikroorganismy z vazby na plidni Castice a ucinnost extrakce se zvysSuje. Je to diky
tomu, ze adhese pudnich mikroorganismt na Castice pisku je slaba. To dokazuje i vysoka
ucinnost extrakce ptidnich mikroorganismti v ptidach s vysokym obsahem pisku (Riis et al.,
1997; Mayr et al., 1999) a to 70 - 90%. Také samotné vlastnosti extrakéniho €inidla, které
jsem pro tento pokus zvolil, by mély zaruCovat extrakci vétSiny plidnich mikroorganismu. Je
to diky jeho smacivym ucinkiim a vysoké hodnoté¢ pH. Vlivem vysokého pH roztoku totiz
dochazi ke zménam povrchového naboje pludnich mikroorganismi, coz vede k jejich

snaz§imu uvolnéni z vazby na pevné ¢astice (Ehlers et al., 2008).
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(i) Divodem pro¢ se do peletu ¢ast mikrobialnich bunék nedostala, je nejspis jejich
sedimentace pii 500g. Tendence sedimentovat v roztoku pii rtizném =zatizeni je dana
pfedevsim primérem a hustotou ¢astic, v tomto piipadé mikrobidlnich bunék, rozplavenych
extrakénim ¢inidlem a viskozitou ¢inidla. Nejmensi ptidni bakterie miize dosahovat velikosti
pouze 0,14 pum (Bolter et al., 2002). Vétsina bakterii v pidach na chudych stanovistich se
pohybuje mezi 0,3 - 0,5 um (Christensen et al., 1999; Baath, 1996). K oddé¢leni téchto bakterii
od mineralnich ¢astic pidy se proto pouziva zatizeni 750g nebo 600g (Furtado a Casper,
2000). Pii tomto zatizeni ale také dochazi k sedimentaci houbovych hyf, které¢ dosahuji
vétSich velikosti nez bakteridlni buiiky. Ve vysledku je pelet tvofen predev§im bakterialnimi
bunkami. V ptadach, které se vyskytuji na zivinami bohatSich stanovistich, vSak mohou
bakteridlni buitky dosahovat vétSich velikosti. Pokud je 1 v tomto piipad¢ pouzito k oddéleni
pudnich mikroorganismti od pldnich castic zatizeni 600g, dochézi i1 k sedimentaci
bakteridlnich bun¢k vétsich nez 1,9 um (Riis et al., 1997). Protoze spolecenstvo pldnich
mikroorganismt bylo v naSem pokusu inkubovano v prostiedi bohatém na Ziviny, je mozné,
ze bakteridlni bunky vtomto prostfedi dosahly vétSich velikosti, coz vedlo k jejich
sedimentaci jiz pti 500g. Jinym diivodem je moZna pievaha hub v mikrobialnim spolecenstvu
vzorkl a tedy jejich seimentace pii 500g.

Kvili problémiim, které se vyskytly v pribéhu pokusu, nebylo mozné urcit pomér
mezi mnozstvim P obsazenym v intaktnich mikrobidlnich buiikkdich a mnozstvim P
v nerozpustnych zbytcich po fumigaci. Piesto by bylo v budoucnu vhodné stanovit metodou
pouzitou v této Casti hodnotu korekéniho faktoru, aby doSlo ke zptfesnéni hodnot Pmic
stanovenych extrak¢né fumigacéni metodou. Na zékladé prostudované literatury a vlastni
zkuSenosti jsem zvolil nasledujici postup, ktery by mél minimalizovat anorganické znecisténi
mikrobidlniho peletu a sou¢asné maximalizovat mnozstvi mikrobidlnich bunék, které se do
tohto peletu dostanou.

Smichat piidu se sterilnim piskem v poméru pisek:ptida 25:1., obohatit kultivacnim
médiem (Veldkamp, 1970) a inkubovat az do dosazeni stacionarni faze rtstu ptdnich
mikroorganismu. Z tohoto vzorku odebrat 5g, téchto 5g smichat se sterilnim piskem v poméru
25:5 a opét inkubovat do dosazeni stacionarni faze rtstu. Timto krokem se snizi obsah
mineralnich castic pady a zvysi obsah mikrobialnich bunék ve vzorku. Soucasné se zvysi
piesnost stanoveni. Dalsi postup je nasledujici:

a) postupna extrakce a ultrasonikace vzorku

e ultrasonikace po dobu 1 minuty
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e 4 nasobnd extrakce destilovanou vodou o pH = 8 (upraveno NaOH)
v poméru vzorek/extrakéni ¢inidlo (m/v) 1:10 (5 g vzorkd + 50 ml ¢inidla -
kone¢ny objem 200 ml) po dobu 45 minut
b) 1. centrifugace roztoku po dobu 5 minut pti 200g a 4°C
c) 2. centrifugace supernatantu z ptedchoziho kroku po dobu 30 minut pfi
10 000g a 25°C
d) rozplaveni peletu (smési mikrobidlnich bun¢k a oxidi Al a Fe) 50 ml extrakéniho
¢inidla
e) okyseleni roztoku na pH = 3 (flokulace oxidii Al a Fe)
f) postupna centrifugace roztoku podle bodu b) (sedimentace oxidii Al a Fe) a ¢)
(sedimentace mikrobialnich bunék)

g) stanoveni celkového P v mikrobidlnim peletu
Spoucasné je tfeba kontrolovat v jednotlivych frakcich ptitomnost/neptitomnost
mikrobidlnich bunék bud’ stanovenim DNA, nebo fluorescencni mikroskopii pfi pouziti

barveni DAPI.

5.5. Korekce Pmic mérenvch v pudach PL a CT z let 2004 - 2008

Na zaklad¢ ziskanych vysledkli zatim stale neni mozné presné odhadnout mnozstvi P
v biomase pudnich mikroorganismi a provést korekci diive ziskanych vysledki, protze se
kvili metodickym problémiim nepodatilo odhadnout hodnotu korekéniho faktoru K,,. Podatilo
se vsak prokazat, Ze bézné pouzivany vnitini standard zptisobuje velké zkresleni vysledkd,
predevsim pii nizkych koncentracich vnitfniho standardu. Provedl jsem proto piedbéznou
korekci dat Pmic zlet 2004 - 2008. Ke korekci jsem pouzil vnéjsi standardy (kalibracni
piimku) a mnozstvi Pmic jsem stanovil pouze zrozdili mezi nefumigovanymi vzorky a
vzorky po fumigaci. Tento postup jsem zvolil na zakladé dat Zhao et al. (2008). V jejich studii
bylo do pudy ptidavano zvySujici se mnozstvi P a byl sledovan vliv pozad’ové hodnoty P na
stanoveni Pmic ve 2 obhospodafovanych pudach. Zjejich dat vyplyva, Ze dochazi
k nadhodnocovani mnozstvi P extrahovatelného NaHCO; stanoveného pomoci vnitiniho
standardu 25 pg.g” podobnym zpisobem jako u pid PL a CT. Dale zjistili, Ze piesnost
stanoveni P je vétsi, pokud se k vypoctu P extrahovaného z plidy pouziji vnéjsi standardy
(kalibrac¢ni ptimka). Toho jsem tedy vyuzil ke korekci vysledkli Pmic. Pfi vyypoctu jsem
pouzil bézné¢ doporucovany korekéni faktor 0,4 (Hedley and Stewart, 1982) i kdyz miize byt
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zdrojem nepiesnosti. Vysledky jsou zndzornény v tab. 8. Podle téchto hodnot jsem pak
piepocital molarni stechiometrické poméry uvedené v tab. 2. Tyto poméry jsou znazornény

v tab. 9.
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2004 2005 2006 2007 2008 2009
Pmic ‘ Pmic-kh | Psorp. Pmic ‘ Pmic-kh| Psorp. Pmic ‘ Pmic-kh| Psorp. Pmic ‘ Pmic-kh | Psorp. Pmic ‘ Pmic-kh| P sorp. Pmic | Pmic-kh | Psorp.
(ugP.g”) % (ugP.g”) % (ugP.g”) % (ugP.g") % (ugP.g’) % (ugP.g") %
- opad|| 617,97 | 298,63 | 51,67 | 514,97 | 189,78 | 60,40 | 447,03 | 267,88 | 40,05 | 564,93 | 241,04 | 57,14 | 506,98 | 251,59 | 49,40 | 472,53 | 153,10 | 66,39
§ © 20,0 11,6 1,4 162,8 23,8 10,5 15,5 3,7 1,2 63,8 37,4 6,9 78,2 29,8 87 88,3 32,3 11,1
% S humus|[ 534,84 242,66 52,02 385,44 137,02 63,38 279,04 163,03 41,10 413,77 148,30 63,56 305,13 185,83 38,68 345,88 75,04 78,31
° 2‘ —g_ 147,1 18,1 11,0 66,1 22,6 9,6 48,4 17,2 4,9 116,8 29,6 3,3 394 14,4 4,6 531 15,6 2,9
E _2:5 minerdl|[ 61,58 31,77 41,82 31,57 7,33 75,83 45,83 32,76 28,37 86,46 30,16 65,13 23,18 14,71 36,55 n n n
9 33,7 13,5 13,7 13,4 2,6 57 11,5 8,0 1,7 4,3 2,0 1,0 9,6 6,4 8,6
)g - opad| 620,97 | 215,28 | 62,19 | 44029 | 302,07 | 31,21 | 371,14 | 200,60 | 4531 | 53853 | 267,61 | 49,99 | 469,61 | 290,48 | 37,21 | 540,44 | 169,72 | 68,39
g § © 227,1 37,9 10,4 97,2 68,4 7,0 51,2 55 7,0 42,1 11,5 6,1 48,9 40,2 12,7 57,9 10,6 2,9
5 humus|[ 473,49 194,81 55,92 310,24 210,12 31,90 384,87 167,25 56,35 455,06 279,38 38,26 301,98 191,28 37,10 327,70 105,57 67,79
2‘ —g_ 242,1 66,9 7,5 54,7 309 4,4 43,6 12,1 3,1 49,2 13,6 53 42,6 46,3 9,8 325 13,4 2,6
° minerdl 169,92 95,79 43,20
k-] n n n n n n n n n n n n n n n
31,1 11,8 37
- opad| 503,43 | 160,82 | 67,62 | 57573 | 278,12 | 50,97 | 519,60 | 399,75 | 23,06 | 454,04 | 227,71 | 49,83 | 447,02 | 194,39 | 56,17 | 492,38 | 297,93 | 39,60
§ © 92,1 182 3,5 189,9 114,7 14,1 83 12,5 2,4 9,7 5,4 1,7 96,8 50,8 80 45,0 69,0 11,7
% S humus|| 420,27 152,12 63,52 427,54 133,76 68,31 315,79 193,68 37,58 389,28 151,06 60,61 494,84 136,11 71,97 242,62 99,25 57,53
) ; %_ 54,1 14,9 3,6 81,7 25,9 5,6 58,0 6,4 9,0 64,2 2,8 53 94,8 23,6 4,7 86,6 24,1 5,6
o 5 minerdl || 36,78 7,12 83,43 41,36 6,20 84,80 62,87 27,10 56,82 79,21 26,00 67,18 78,57 22,01 71,02
'OO—J- < 21,5 6,6 6,4 14,2 2,1 3,0 3,1 0,9 2,5 53 2,9 2,8 19,7 2,3 4,9 n n n
2 opad| 493,89 | 177,67 | 63,92 | 628,65 | 24597 | 59,59 | 410,88 | 274,45 | 33,16 | 429,26 | 238,30 | 44,46 | 617,41 | 287,23 | 53,41 | 449,93 | 320,98 | 27,95
‘5 H 45,7 12,7 1,9 187,1 73,7 13,1 10,1 59 2,9 11,5 1,8 1,3 23,1 22,1 4,2 73,8 35,7 6,7
© % -g humus|[ 357,33 92,03 73,73 331,29 116,40 66,04 323,49 104,18 67,76 248,45 83,95 66,32 342,05 104,35 69,26 318,74 210,23 34,03
2‘ 2 77,2 17,1 43 73,8 49,2 9,9 11,9 7,0 26 27,4 13,9 1,9 54,6 276 82 64,3 42,1 1,7
g minerdl || 47,76 11,66 75,98 38,05 3,65 90,48 59,70 12,35 78,96 34,80 13,49 61,40 129,91 21,90 82,83 n n n
14,6 4,8 4,1 27,2 3,3 3,1 13,5 1,9 3,2 2,2 3,0 7,2 22,3 13,6 10,4

Tab. 8: Hodnoty Pmic pud PL a CT pro riizné odbérové plochy a pudni horizonty stanovené klasickou metodou (Brokes et al., 1982) s pouzitim
vnitrniho standardu a bez néj. P sorp. se rovnd procentu vnitiniho standardu zadrzeného pudou, Pmic - kh jsou korigované hodnoty Pmic.
V tabulce jsou uvedeny priimery se smérodatnymi odchylkami n se mezi roky a piidnimi horizonty lisi a pohybuje se mezi 3 - 12
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2004 2006 2007 2008 2009

C: N: P[C: N: P|C: N: P| C: N: PIC: N: P
PLHO 17 5 1{17 6 1|27 4 1|55 7 1|83 2 1
PLHA 15 4 1(17 5 1|41 4 1147 5 1|77 8 1
PLDO 21 10 1|28 10 1|52 5 1|55 6 1|93 6 1
PLDA 20 9 1|17 7 1|25 2 1145 6 1|5 3 1
CHO 23 9 1|12 3 1|45 5 1147 8 1|34 4 1
CHA 18 8 114 4 1|48 4 1180 9 1|63 9 1
CDO 22 7 1|16 5 1|44 4 1145 7 1|33 3 1
CDA 28 9 1132 9 1|97 9 1]104 10 1|35 3 1

Tab. 9: Prepoctené moldivfnl' stechiometrické poméry pudni mikrobidlni biomasy od roku 2004.
PL - Plesné jezero,; C - Certovo jezero; H - horni pokusnad plocha; D - dolni pokusnd plocha;,
O - opadovy horizont; A - humusovy horizont

Je vidét, ze hodnoty C:P i N:P se zvysily. Pomér C:P dosahuje hodnot mezi 15 - 104,
ale ve veétSin¢ pripadi se pohybuje okolo hodnoty 50 a zfetelné se piiblizil odhadované
hodnoté¢ 60 (Cleveland a Liptzin, 2007). Pomér N:P se pak pohybuje mezi 2 - 10. I zde se
molarni pomér piiblizil odhadované hodnoté 7 (Cleveland a Liptzin, 2007), avsak stale jsou
nékteré hodnoty pfili§ nizké. Je tedy pravdépodobné, Ze korekeni faktor 0,4 pro vypocet Pmic
muze byt zdrojem chyb a mél by byt v budoucnu stanoven. AvSak na zaklad¢é téchto
molarnich stechiometrickych pomérit mtzeme fici, ze odhad mnozstvi fosforu v biomase

pudnich mikroorganismu v pidach PL a CT se vyrazné zpiesnil.
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6. Zavér
Cilem mé magisterské prace bylo urcit pfiiny nepiesnych hodnot P v biomase pidnich
mikroorganismi piid kyselych lesnich smré¢in a zamokienych luk.

Zjistil jsem ze:

1) sorpce P miize mit v zavislosti na sorpcni vlastnosti pady vliv na pfesnost stanoveni
Pmic. P uvolnény zbunck pidnich mikroorganismii mize byt béhem fumigace
navazan na pudni sorpéni komplex a znepfistupnén tak stanoveni. Vliv sorpce
v pudach H je vyraznéjsi nez v piidach PL a CT.

2) vnitini standard, ktery se bézn¢ pouziva ke korekci vysledkti Pmic na sorpci pudy, toto
stanoveni zkresluje. V budoucnu by bylo vhodné zpfesnit stanoveni Pmic urcenim
extrahovatelnosti P navazaného na pidni sorpéni komplex béhem 24 hodinové
fumigace z kap. 4.1. a vnitini standard nepouzivat.

3) vliv biologické sorpce na mnozstvi extrahovatelného P je minimalni a je mozné ho
zanedbat.

4) urc¢it mnozstvi P v extrahovanych intaktnich builkkdch a v bunikach naruSenych
chloroformem a podle toho urcit hodnotu korekéniho faktoru K, pro dané pldy se
nepodafilo. Pro zptfesnéni stanoveni Pmic by bylo v budoucnu vhodné hodnotu K,, pro

dané plidy stanovit podle postupu navrzeného v kapitole 5.4.
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