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NITRIFIKACE V PŮDĚ - TERMINOLOGIE A METODOLOGIE
(STUDIE)

NITRIFICATION IN SOIL - TERMINOLOGY AND METHODOLOGY 
(REVIEW)

M. Šimek

Institute of Soil Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic; Faculty of Biological 
Sciences, University of South Bohemia in České Budějovice, Czech Republic

ABSTRACT: Nitrification is defined as a biological oxidation of ammonium to nitrite and nitrate, or more generally as 
the biological transformation of reduced forms of nitrogen to oxidized forms. In many soils nitrification is a key process 
in nitrogen transformations as it converts the exchangeable cation, NH4, to the mobile anions NO2 and NO3, which rapid­
ly undergo other transformations (denitrification to N2 and N2O, assimilatory and disimilatory nitrate reduction to ammo­
nia, nitrate respiration; Fig. 1) or are easily leached from the soil. High rates of nitrification thus usually lead to high 
losses of nitrogen from soil. Moreover, as the oxidation of nitrogen compounds during nitrification produces hydrogen 
ions (H4), nitrification results in acidification of the soil. Most nitrification is carried out by chemolithoautotrophic bac­
teria belonging to the family Nitrobacteraceae. The family consists of two main groups, the ammonia-oxidizing or ni­
trosobacteria and the nitrite-oxidizing or nitrobacteria (Tab. I). Nitrifying bacteria are obligate aerobes and gain energy 
from the oxidation of reduced nitrogen compounds to fix CO2 to organic carbon. Although nitrite and nitrate are main 
nitrification products, there is an increasing evidence that also some gaseous nitrogen species, namely NO and N2O, are 
produced as by products during the autotrophic nitrification. In addition to chemolithoautotrophic nitrifying bacteria, 
many other (heterotrophic) soil bacteria and fungi have an ability to oxidize reduced nitrogen compounds, both mineral 
(NH4) and organic in the process called heterotrophic nitrification - heterotrophy is related to use of organic compounds 
as a source of carbon for biomass synthesis. Heterotrophic nitrifiers apparently do not obtain energy from the process 
and thus its physiological importance is not clear. Nevertheless, heterotrophic nitrification can prevail in (micro)sites 
with unfavorable conditions for autotrophic nitrifiers in, for example, acidic forest soils. As with autotrophic nitrifica­
tion, nitrogen gases may also be produced during heterotrophic nitrification, although the significance of both auto­
trophic and heterotrophic sources of NO and N2O has not been clearly demonstrated. It has been recently found that 
substantial amounts of NO and N2O can be produced by autotrophic nitrifiers under conditions with lowered pO2. At 
high pO2 the organisms use molecular oxygen to oxidise NH4 during nitrification, which depletes the O2 in their microen­
vironment. In order to maintain catabolism, nitrifying bacteria may switch to using either nitrate or nitrite as an electron 
acceptor in respiration reactions, saving any remaining O2 for activation of NH4 by ammonium monooxygenase enzyme. 
This in fact means that they carry out denitrification reactions which were found to be an important source of nitrogen 
gases. The process is called nitrifier denitrification and is believed to contribute substantially to NO and N2O production 
in many soils. Nitrification is controlled by many environmental variables (Fig. 2), but the principal regulatory factors 
are ammonium as the substrate and partial pressure of molecular oxygen. The latter is a result of balance between soil air 
and soil moisture content, which is controlled both directly and indirectly by many environmental conditions. The only 
practical way for controlling the rate of nitrification in the field is thus the use of specific chemical compounds known as 
nitrification inhibitors (Tab. II), or to manage soil N to prevent substatial NH4 accumulation at times when plant demand 
is small. Several techniques for estimation of nitrification rates in soil were developed, of which short-term nitrifying 
enzyme assay is a promising tool for the indication of recent capacity of the soil to nitrify.

Keywords: autotrophic nitrification; heterotrophic nitrification; mineralization; aeration status; pH; inhibitors

ABSTRAKT: Nitrifikací se rozumí biologická oxidace amoniaku na nitrit a nitrát, podle širší definice pak biologická pře­
měna anorganických a organických sloučenin dusíku z redukovaných forem na oxidovanější. Nejčastější formou nitri­
fikace ve většině půd je chemolitoautotrofní nitrifikace prováděná gramnegativními bakteriemi čeledi Nitrobacteraceae, 
které nitrifikací získávají energii. Pravděpodobně mnohem více, než se donedávna předpokládalo, se však v půdě uplat­
ňuje také heterotrofní nitrifikace některých bakterií, aktinomycet a mikromycet. Substrátem chemolitotrofní nitrifikace je 
amoniak, který se uvolňuje při mineralizaci organických látek a v menší míře vzniká i asimilační a disimilační redukcí 
nitrátu. Reakčními produkty nitrifikace jsou nitrit a nitrát, ale také plynné dusíkaté sloučeniny, zejména oxid dusný, oxid
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dusnatý a molekulární dusík. Z hlediska následných emisí těchto plynů z půdy do atmosféry a jejich úlohy v chemii 
atmosféry je zvláště významná tvorba oxidů dusíku nitrifikací, jež může i převážit nad tvorbou těchto látek denitrifikací. 
Intenzita nitrifikace je v půdě regulována mnoha faktory prostředí, z nichž důležitý je např. poměr mezi obsahem vody 
a vzduchu v půdě, dále teplota, půdní reakce aj. Nitrifikačni aktivita v půdě se měří laboratorními inkubačními metodami.

Klíčová slova: autotrofní nitrifikace; heterotrofní nitrifikace; mineralizace; aerační status; pH; inhibitory

ÚVOD

Většina významných procesů přeměn dusíku v půdě 
a prostředí vůbec byla objevena již asi před sto lety, 
přesto stále trvá úsilí o jejich lepší poznání. Zatímco 
dříve byl výzkum zaměřen zejména na agronomické 
problémy, s hlavním úkolem zvýšit efektivitu používa­
ných hnojiv a zvýšit rostlinnou produkci, v současnosti 
mnohdy dominuje hledisko ochrany životního prostředí 
(Powlson, 1993). Do popředí se dostaly otázky ztrát 
dusíku vyplavováním, volatilizací a emisemi plynných 
dusíkatých sloučenin, avšak ani agronomické aspekty 
nejsou zcela opomíjeny.

V půdě je naprostá většina dusíku vázána v orga­
nických látkách. Např. ve 106 orných půdách v Anglii 
(měřeno vždy na podzim v období 1989 až 1992) byl ve 
vrstvě půdy 0 až 25 cm zjištěn průměrný obsah mine­
rálních forem 76 kg N.ha1, avšak organického dusíku 
kolem 7 t N.ha1, přičemž rozpětí činilo 2,7 až 14,6 t N.ha"1 
(Jarvis et al., 1996). Vyjádřeno v hmotnostních pro­
centech, minerální půdy obsahují ve svrchních vrstvách 
kolem 0,02 až 0,5 % N. Celkové množství dusíku 
vázaného v půdní organické hmotě bylo odhadnuto na 
150.10’ t, zatímco jeho množství v biomase sucho- 
zemských rostlin jen na 15.10’ t a v biomase živočichů 
na 0,2.10’ t (Jenkinson, 1990).

Půdní organická hmota je hlavní zásobárnou dusíku 
pro půdní mikroorganismy a pro rostliny, a to i v mnoha 
(hnojených) agroekosystémech (např. Jenkinson, Parry, 
1989; Vaněk et al., 1989; Powlson, 1993). Množství 
dusíku v organických látkách se většinou mění jen velmi 
pomalu. Procesy uvolňování dusíku z organických do 
anorganických forem (mineralizace N) a zároveň pro­
cesy syntézy a resyntézy organických látek (imobilizace 
N) přesto v půdě probíhají nepřetržitě, byť s proměn­
livou intenzitou. Odhaduje se, že v podmínkách mírného 
pásma se ročně mineralizuje 1 až 3 % celkového půd­
ního dusíku (Brady, 1990) a maximální denní rychlost 
čisté mineralizace může činit až 3 až 4 kg N.ha'1 (Jarvis, 
1996). Procesy mineralizace a imobilizace jsou časově 
a místně řízeny řadou faktorů prostředí, z nichž jsou 
významné např. teplota a vlhkost půdy. Zásadním 
způsobem ovlivňuje procesy mineralizace a imobilizace 
i dodávka organické hmoty (např. ve formě poskliz- 
ňových zbytků, hnoje apod.) a její složení. Je-li vstu­
pující organická hmota bohatá na dusík (čili má úzký 
poměr C/N), podporují se obecně procesy mineralizace; 
je-li naopak poměr C/N v dodané organické hmotě 
široký, podporují se procesy imobilizace. Kritický 
poměr C/N byl některými autory stanoven na 15 (Jarvis

et al., 1996), je však ovlivněn mnoha faktory a závisí 
nejen na složení látky, ale i na okolnostech jejího roz­
kladu, na faktorech prostředí atd. Vztah mezi mine- 
ralizací a imobilizací není významný jen z hlediska 
osudu vnesených organických látek. Při intenzivnější 
mineralizaci se začíná v půdě hromadit amoniak (NHJ), 
který je výchozí formou dusíku pro řadu procesů. Určitá 
část NHJ je asimilována rostlinami a mikroorganismy, 
část fixována půdním sorpčním komplexem, část uniká 
(volatilizuje) do atmosféry a někdy značný podíl mine­
ralizaci uvolněného NHJ je oxidován procesem nitrifikace.

Cílem této studie, jež navazuje na předchozí příspě­
vek o denitrifikaci v půdě (Šimek, 1998), je přiblížit 
i méně známé a někdy nesprávně interpretované aspekty 
nitrifikace (např. autotrofní verzus heterotrofní nitri­
fikace, resp. tvorba plynných sloučenin při nitrifikaci), 
dále podat přehled o biologii a ekologii nitrifikace a po­
ukázat na moderní přístupy к měření a kvantifikaci nitri­
fikace v půdě.

AUTOTROFNÍ A HETEROTROFNÍ NITRIFIKACE - 
FYZIOLOGIE A TERMINOLOGIE

Nitrifikací se rozumí biologická oxidace amoniaku na 
nitrát (Peoples et al., 1995), případně oxidace amoniaku 
na nitrát přes nitrit jako meziprodukt. Obsažnější 
definice zahrnuje i tvorbu nitritu a nitrátu z jiných redu­
kovaných sloučenin, než je amoniak a popisuje 
nitrifikaci jako biologickou přeměnu organických a an­
organických sloučenin dusíku z redukovaných forem 
na oxidovanější (Alexander et al., 1960, cit. Gundersen, 
Rasmussen, 1990).

Nitrifikace je v mnoha půdách a ekosystémech klíčo­
vým procesem, neboť transformuje relativně nepohyb­
livou formu (NHJ) na velmi pohyblivou formu (NO3) 
dusíku:

NHJ + 2O2 -> NO3 + 2H" + H2O

Tím se dusík jednak zpřístupňuje jako dobře využi­
telná živina, jednak se vytvářejí předpoklady pro jeho 
ztráty vyplavováním a denitrifikací. Ze sumární rovnice 
také vyplývají další důležité skutečnosti, že nitrifikace je 
obligátně aerobní proces (spotřebovává molekulární 
kyslík O2) a že při nitrifikaci dochází к okyselování 
(acidifikaci) půdního prostředí, neboť se produkují pro­
tony H*. Úplnější zápis sekvence nitrifikačních reakcí 
zahrnuje i tvorbu meziproduktů - hydroxylaminu (NH2OH) 
a dalších nestabilních sloučenin (Peoples et al., 1995):
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NH) -> NH2OH -> (NOH) -^ NO —> NO2 -> NO3

Z tohoto zápisu vyplývá, že v průběhu nitrifikace mo­
hou vznikat i plynné sloučeniny dusíku, tj. oxid dusnatý 
(NO), ale byla prokázána také tvorba oxidu dusného 
(N2O). Tyto dva plyny ovšem vznikají v půdě typicky 
denitrifikací a mohou být produkovány i dalšími procesy 
přeměn dusíku i abioticky (Šimek, 1998, obr. 1). Jak je 
dále zřejmé z obr. 1, dusík je při nitrifikaci převáděn ze 
svého nejredukovanějšího stavu (-3) na stav nej oxido­
vanější (+5).

oxidační stav N

► I NITRIFIKACE I 

........> I DENITRIFIKACE | 

..........► I FIXACE N2 ~~I

_____ ► I TVORBA PLYNŮ NITRIFIKÁTORY | 

____ ► I ABIOTICKÉ PŘEMĚNY™] 

___ ASIMILAČNÍ A DISIMILAČNl 
REDUKCE NITRÁTU NA AMONIAK

1. Změny oxidačního stavu dusíku při biologických a abiotických 
procesech a tvorba a spotřeba plynných dusíkatých látek; 
mechanismy některých procesů nejsou plně známy - Changes in oxi­
dation state of nitrogen during biological and abiotic processes and 
production and consumption of gaseous nitrogen substances; mecha­
nisms of some processes are not fully known (Davidson, 1991; 
Conrad, 1996)

Pojmem nitrifikace se nejčastěji označuje proces auto- 
trofní nitrifikace nebo přesněji chemolitoautotrofni 
nitrifikace. Jak vyplývá z úplného názvu, mikroorga­
nismy provádějící nitrifikaci využívají jako zdroj 
energie chemické látky (chemo--), zdrojem protonů 
a elektronů je anorganická látka (-lito-) a zdrojem uhlíku 
jejich biomasy je CO2 (-autotrofni) — к trofickým sku­
pinám mikroorganismů podrobněji např. Šimek (1998); 
je také vhodné připomenout, že fixace CO2 probíhá 
u těchto bakterií principiálně stejně jako v listech rostlin

nebo u fotoautotrofních mikroorganismů v Calvinově 
cyklu s využitím NADH a NADPH к redukci CO2. 
Hlavním zdrojem energie nitrifikačnich bakterií je oxi­
dace NH) (na NO)), resp. NO2 (na NO3). Tyto sloučeni­
ny jsou zároveň donory elektronů, akceptorem elektronů 
je molekulární kyslík O2. Nitrifikátoři jsou tedy aerobní 
bakterie, stejně jako většina jiných chemolitoautotrofů 
(tj. jako vodíkové bakterie oxidující H2, karboxydo- 
bakterie oxidující CO, sirné bakterie oxidující S a jiné 
sirné sloučeniny nebo železité bakterie oxidující Fe2*).

Autotrofhí nitrifikace probíhá ve dvou oddělených kro­
cích, uvnitř buněk dvou různých skupin bakterií. Prvním 
krokem je oxidace amoniaku na nitrit, druhým krokem je 
oxidace nitritu na nitrát.

Oxidaci amoniaku na nitrit lze sumárně zapsat takto 
(Atlas, Bartha, 1993):

NH) + 3/2O2 -> NO2 + H2O + 2H* (G° = -289 kJ.mol ')

[Různí autoři udávají výtěžek energie odlišně, např. 
Alef (1995): G° =-273,9 kj.mof1]

Proces je tvořen sekvencí reakcí, v první z nichž se 
činností enzymu amoniummonooxygenasy tvoří hy­
droxylamin. Amoniummonooxygenasa je vázána na 
buněčnou membránu a elektrony pro reakci jsou pravdě­
podobně odebírány z oblasti ubichinon-cytochrom b 
elektronového transportního řetězce (Wood, 1986):

NH3 + O2 + 2H+ + 2e -> NH2OH + H2O

V navazující reakci je hydroxy lamin oxidován na nitrit 
činností hydroxylaminoxidoreduktasy, rozpustného 
enzymu nacházejícího se v periplazmě. Anderson, Hoo­
per (1983, cit. Wood, 1986) navrhli reakční schéma této 
oxidace:

E + H2NOH -> E-NO+ + 3H* + 4e

E-NO* + H2O ^ E + NO2 + 2H*

Druhým krokem nitrifikace je oxidace nitritu na 
nitrát. Příslušný enzym se nazývá nitritoxidoreduktasa 
a je pravděpodobně lokalizovaný na cytoplazmatické 
straně buněčné membrány (Wood, 1986). Reakce 
probíhá bez detekovatelných meziproduktů:

NO) + H2O -ž NO) + 2H" + 2e [G° = -75 kJ.mol1;
Alef (1995): -76,7 kJ.mol"1]

Přestože je energetický výtěžek nitrifikačnich reakcí 
poměrně velký, značná část energie se spotřebuje v sa­
motném procesu a pro biosyntézu může být využito jen 
asi 5 až 15 %. Täte (1995) uvádí, že na 1 C zabudovaný 
do biomasy nitrifikátorů musí být oxidováno 14 až 70 
NH)-N, resp. 76 až 135 NO2-N. Přesto schopnost nitri­
fikátorů získávat energii oxidací anorganických slouče­
nin dusíku a jejich autotrofíe, tj. schopnost využívat oxid
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uhličitý jako zdroj uhlíku pro tvorbu biomasy, zvýhod­
ňuje tyto mikroorganismy před jinými skupinami. 
Autotrofhí nitrifikátoři se běžně vyskytují v půdě a při­
padá na ně většina nitrifikační aktivity. V některých 
půdách nebo dočasně za určitých podmínek může však 
nabýt na významu tzv. heterotrofní nitrifikace.

Termín heterotrofní nitrifikace vyhovuje širší de­
finici nitrifikace jako procesu biologické přeměny 
organických a anorganických sloučenin dusíku z redu­
kovaných forem na oxidovanější. Pro praktické účely 
může být heterotrofní nitrifikace definována jako pro­
dukce nitritů nebo nitrátů neautotrofnimi mikroorga­
nismy (Conrad, 1996), a to oxidací anorganických (NHj) 
nebo organických sloučenin dusíku. Od autotrofní nitri­
fikace se heterotrofní nitrifikace odlišuje tím, že je pro­
váděna heterotrofními mikroorganismy, přičemž je třeba 
zdůraznit, že heterotrofie nesouvisí s nitrifikovaným 
substrátem (ten může být anorganický i organický), ale 
je dána tím, že tyto mikroorganismy využívají jako zdroj 
uhlíku pro tvorbu biomasy organické látky. Heterotrofní 
nitrifikátoři patří taxonomicky mezi bakterie, aktino- 
mycety a mikromycety. Z hlediska zařazení do trofických 
skupin (Šimek, 1998) jsou heterotrofní nitrifikátoři: a) 
chemolitoheterotrofní (oxiduji anorganickou látku - 
amoniak), b) chemoorganoheterotrofhí (oxidují organic­
kou látku):

(a) NHj -> NH2OH -> NO2 -> NO3

(b) R-NH2 -+ R-NHOH -+ R-NO -+ R-NO2 -> NO,

I když lze heterotrofní nitrifikaci formálně zapsat 
těmito vztahy, její biochemický průběh není dosud přes­
ně poznán, stejně jako není jasný fyziologický význam 
této reakce pro zúčastněné mikroorganismy. Rychlost 
heterotrofní nitrifikace (v čistých kulturách mikro­
organismů) činí jen asi 1 až 0,1 % rychlosti autotrofní 
nitrifikace (Robertson, Kuenen, 1991). Přesto může být 
heterotrofní nitrifikace velmi významná v prostředích, 
kde nejsou přítomni autotrofní nitrifikátoři nebo kde je 
jejich aktivita potlačena např. nedostatkem O2 nebo NHj, 
nízkým pH apod. Gundersen, Rasmussen (1990) shrnují 
literární údaje o nitrifikaci v kyselých lesních půdách, 
kde by podle vžité představy měla být nitrifikace inhibo- 
vána nízkým pH. Přesto v těchto půdách nitrifikace 
evidentně běžně probíhá; je tedy otázkou, zda jde o nitri­
fikaci autotrofními nitrifikátory adaptovanými na nízké 
pH, nebo zda se jedná o heterotrofní nitrifikaci necit­
livou na půdní reakci. O tom, že často může převažovat 
právě heterotrofní nitrifikace, a to zejména nitrifikace 
mikromycetami, existují mnohé důkazy (Gundersen, 
Rasmussen, 1990). Role mikromycet jako heterotrofních 
nitrifikátorů v kyselých lesních půdách nijak nepře­
kvapuje vzhledem к tomu, že mikromycety obvykle 
tvoří v těchto půdách většinu biomasy mikroorganismů 
(úloha pH jako regulačního faktoru nitrifikace viz dále).

Rozlišení autotrofhí a heterotrofní nitrifikace v půdě je 
nesnadné. Z analýzy, kterou vypracoval Conrad (1996),

vyplývá, že dosavadní metodické přístupy ke studiu 
nitrifikace neumožňují spolehlivě rozlišit nejen cestu 
vzniku nitrátů (a nitritů) jako produktů nitrifikace, ale 
ani původ plynných metabolitů (NO, N2O), jež se sice 
tradičně přiřazují denitrifikátorům, ale které nepochybně 
také v nemalé míře vznikají při autotrofní i heterotrofní 
nitrifikaci. Za heterotrofní nitrifikaci se obvykle pova­
žuje ta část nitrifikace, která není citlivá na inhibici 
acetylenem nebo nitrapyrinem. Tyto dvě sloučeniny 
(i jiné) totiž inhibují reakce enzymu amoniummonooxy- 
genasy autotrofních nitrifikátorů. Je zřejmé, že hetero- 
trofni nitrifikátoři, kteří oxidují organické sloučeniny 
dusíku, aniž by jako intermediát vytvářeli amoniak, 
nepotřebují aktivitu amoniummonooxygenasy, a proto 
nejsou citliví na nitrapyrin. Jestliže tedy není nitrifikace 
inhibována acetylenem nebo nitrapyrinem, můžeme se 
domnívat, že jde o heterotrofní nitrifikaci. Pravděpodob­
ně také heterotrofní nitrifikace využívá spíše organický 
dusík než volný amoniak jako substrát pro tvorbu nitrá­
tů; jde tedy častěji o chemoorganoheterotrofní nitrifikaci 
než o chemolitoheterotrofní nitrifikaci. Jestliže však 
acetylen vyvolá inhibici nitrifikace, může se jednat jak 
o autotrofní nitrifikaci, tak o nitrifikaci heterotrofní 
využívající amoniak (chemolitoheterotrofní nitrifikace). 
U některých bakterií (Alcaligenes faecalis, Thiosphaera 
pantotropha') byla navíc zjištěna částečná inhibice 
heterotrofní nitrifikace typickými inhibitory nitrifikace. 
Tyto bakterie proto zřejmě používají enzym amonium- 
monooxygenasu pro aktivaci amoniaku, stejně jako 
autotrofhí nitrifikátoři. Alternativní reakce nevyžadující 
molekulární kyslík (O2), tj. konverze amoniaku na 
hydroxylamin reakcí dehydrogenas není příliš pravdě­
podobná, neboť probíhá jen při velmi vysokém redox 
potenciálu: Eo = +906 mV pro NHj/NH2OH (Conrad, 
1996). Existují však důkazy o spojené oxidaci amoniaku 
s redukcí nitrátu nebo nitritů za nepřítomnosti O2 (viz dále).

MINERALIZACE ORGANICKÝCH LÁTEK - 
HLAVNÍ, NE VŠAK JEDINÝ ZDROJ AMONIAKU 
PRO NITRIFIKACI

Mikroorganismy sice mohou často asimilovat i jedno­
dušší organické látky (aminosloučeniny), avšak většina 
přijímaného dusíku je ve formě minerálních sloučenin 
(mnohé prokaryotické organismy mohou přijímat, resp. 
fixovat i molekulární dusík N2; reakce je katalyzována 
enzymem nitrogenasou a představuje hlavní mecha­
nismus vazby N2 v biosféře). Mineralizací organických 
dusíkatých látek se většinou myslí proces amonifikace, 
tj. konverze organických sloučenin na amoniak. Amoni- 
fikaci provádějí mnohé mikroorganismy, ale i rostliny 
a živočichové. Amoniak a další formy dusíku uvolněné 
mineralizací vstupují do různých procesů, jak je zmí­
něno již v úvodu této studie. Mineralizace, či přesněji 
amonifikace, je mimo jiné také hlavním procesem 
tvorby amoniakální formy dusíku jako substrátu pro 
nitrifikaci. Kromě toho se většinou menší, někdy však
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významné množství amoniaku může tvořit i dalšími 
biologickými procesy přeměn dusíku v půdě, a to asi- 
milační nebo disimilační redukcí nitrátů a nitritů (Šimek, 
1998).

Při asimilační redukci nitrátu na amoniak je nitrát 
redukován pomocí rozpustných cytoplazmatických 
enzymů (nitrátreduktasou a nitritreduktasou, které na 
rozdíl od disimilačních reduktas nejsou napojeny na 
tvorbu ATP) na amoniak, který je potom využit v bio- 
syntéze nejrůznějších látek nebo může podstoupit další 
přeměny (např. nitrifikaci). Prvním krokem biosyntézy 
je obvykle inkorporace amoniaku do glutaminu za po­
moci enzymu glutaminsyntetasy (White, 1995):

NO, —> NO2 -> (NOH) -> NH2OH -» NH, -> glutamin

nitrifikace aj.

Disimilační redukce nitrátu na amoniak probíhá 
podle vztahu (Stouthamer, 1988):

NO, + 2H' + 4H2 -> NHj + 3H2O (G° = -600 kJ.mol1)

a je potřeba ji odlišovat od disimilační redukce nitrátů 
na N2O a N2 (tj. od respirační denitrifikace, Šimek, 1998):

2NO, + 2H" + 5H2 —> N2 + 6H2O (G° = -1121 kJ.mol ')

Účelem disimilační redukce nitrátu na amoniak je 
zjevně zisk energie. Je regulována parciálním tlakem O, 
a často probíhá v podobných prostředích jako respirační 
denitrifikace. Příslušné enzymy jsou nitrátreduktasy 
vázané na membrány a nitritreduktasy; obě skupiny en­
zymů jsou nejen funkčně, ale i strukturně podobné 
reduktasám respiračních denitrifikátorů i rozpustným 
reduktasám zapojeným do asimilační metabolické dráhy. 
Disimilační redukci nitrátu na amoniak provádějí mnohé 
půdní mikroorganismy, které často patří do skupiny obli­
gátně nebo fakultativně anaerobních bakterií (druhy rodů 
Clostridium, Desulfovibrio, Bacillus, Citrobacter, 
Enterobacter, Klebsiella aj., Tiedje, 1994). Zdá se, že 
v mnoha případech jsou tyto mikroorganismy v půdách 
a sedimentech početnější než respirační denitrifikátoři 
(Tiedje, 1988) a mnohé mají schopnost obou disimi­
lačních přeměn NO,, tj. jak disimilační redukce nitrátu 
na amoniak, tak respirační denitrifikace na N2O a N2. 
Prostředí dlouhodobě nebo trvale anoxické a bohaté na 
organické látky vede к selekci populací provádějících 
disimilační redukci nitrátu na amoniak, zatímco pro­
středí s proměnlivou koncentrací O2 je obýváno spíše 
respiračními denitrifikátory, kteří mohou tzv. přepínat 
metabolismus z oxického na anoxický a naopak. Při 
asimilační i disimilační redukci nitrátů a nitritů na 
amoniak mohou vznikat i plynné metabolity, NO a N2O 
(Stouthamer, 1988, obr. 1).

SPOJENÁ NITRIFIKACE-DENITRIFIKACE, 
TVORBA PLYNNÝCH METABOLITŮ

Nitrifikace (oxidace redukovaných N-sloučenin) a de­
nitrifikace (redukce oxidovaných sloučenin na plyny) 
jsou dva dominantní procesy přeměn dusíku v půdě 
(Robertson, Kuenen, 1991). Učebnice obvykle charak­
terizují nitrifikaci jako typický oxický (aerobní) proces 
a denitrifikaci jako typický anoxický (anaerobní) proces. 
Mohlo by se tedy na první pohled zdát, že simultánní, tj. 
současně probíhající, nitrifikace a denitrifikace je ne­
smysl a podobně mohou působit pojmy jako aerobní 
denitrifikace či anaerobní nitrifikace nebo nitrifikace 
denitrifikátory či denitrifikace nitriflikátory.

Aerobní denitrifikace je jev, kdy denitrifikující 
mikroorganismus dokáže současně (mixotrofně) vy­
užívat jak molekulární kyslík, tak nitrát nebo nitrit jako 
akceptor elektronů, a to i při relativně vysoké saturaci 
prostředí kyslíkem (Robertson, Kuenen, 1984). Robert­
son, Kuenen (1991) shrnují výsledky experimentů 
s aerobně denitrifikující bakterií druhu Thiosphaera 
pantotropha. Autoři zjistili vysokou růstovou rychlost 
při zásobování kultury bakterií oběma akceptory elekt­
ronů, O2 a NO,. Protože využití NO) jako finálního 
akceptoru elektronů je z hlediska zisku energie méně 
výhodné než využití O2, musí být pro simultánní využití 
obou akceptorů jiný důvod než energetický. U T panto­
tropha byla zjištěna omezená rychlost přenosu elektronů 
ze substrátu na O2. Možnost simultánního využití i jiné 
elektronové transportní cesty pak tento problém překo­
nává (Robertson, Kuenen, 1991). Schopnost aerobní 
denitrifikace (tj. přesněji simultánního využití O2 a NO) 
nebo NO2 jako akceptorů elektronů v elektronovém trans­
portním řetězci) byla prokázána i u mnoha dalších 
denitrifikátorů (Robertson, Kuenen, 1991; Lloyd, 1993).

Ve zmíněných experimentech s T pantotropha byla 
současně s důkazem aerobní denitrifikace zjištěna 
i heterotrofhí nitrifikace, když denitrifikaci vznikající 
nitrit (NO,—> NO2) byl dočasně doplňován nitritem 
vznikajícím heterotrofní nitrifikací (NH< —> NO2) 
(Robertson, Kuenen, 1988; Robertson, Kuenen, 1990). 
Většina heterotrofních nitrifikátorů se zdá být 
současně i aerobními denitrifikátory (Robertson, 
Kuenen, 1991), avšak v tomto případě stěží půjde 
o typickou respirační denitrifikaci (Täte, 1995; Šimek, 
1998). Castignetti, Hollocher (1984) se domnívají, že 
schopnost heterotrofní nitrifikace je vlastní mnoha 
denitrifikátorům včetně zástupců nejrozšířenějších 
rodů (Pseudomonas, Alcaligenes). Podle této představy 
se takto vybavené mikroorganismy s výhodou uplatňují 
v prostředí s kolísajícím parciálním tlakem O2, tedy 
např. v půdě. Za aerobních podmínek se může hetero­
trofní nitrifikací tvořit nitrit nebo nitrát, který je pak 
к dispozici pro denitrifikaci, když se prostředí změní na 
anaerobní. Poth (1986) prokázal u některých chemolito- 
autotrofních nitrifikátorů anaerobní nitrifikaci - 
přesněji růst nitrifikátorů, kteří produkovali N2O a N2 
a využívali nitrit místo molekulárního kyslíku jako
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akceptor elektronů (obr. 1, tvorba plynných produktů 
nitrifikací).

Za nej významnější proces tvorby plynných dusíka­
tých metabolitů v půdě (obr. 1) se považuje denitri­
fikace, resp. respirační denitrifikace. Tímto procesem 
vznikají NO, N2O i N2 jako hlavní metabolity (přitom 
oxidy NO a N2O mohou být a také zčásti jsou denitri­
fikací spotřebovávány). Méně známá, avšak v poslední 
době stále častěji připomínaná a akceptovaná, je tvorba 
plynných dusíkatých sloučenin při nitrifikaci. Jak je 
znázorněno na obr. 1, hlavním produktem nitrifikační 
oxidace amoniaku je nitrit a dále nitrát, přesto při oxida­
ci hydroxy laminu nebo redukcí nitritu vznikají jako 
vedlejší produkty NO, snad i N2, ale zejména N2O. 
Biochemické mechanismy těchto procesů jsou poznány 
jen velmi málo. Není např. jasné, zda NO vzniká jen 
jako produkt při denitrifikaci nitrifikátory za mikro- 
aerofilních podmínek nebo také přímou oxidací amoniaku 
(Abeliovich, 1992) (obě tyto možnosti jsou naznačeny 
na obr. 1). Firestone, Davidson (1989) uvádějí, že ob­
vyklý poměr produktů (NO3/N2O) je při nitrifikaci větší 
než 100, tj. že na N2O připadá méně než 1 % N. První 
krok nitrifikace, oxidace amoniaku na nitrit, spotřebo­
vává relativně mnoho molekulárního kyslíku (viz výše). 
Při poklesu parciálního tlaku O2 pod určitou mez je pro 
normální průběh oxidačních reakcí kyslíku nedostatek 
a nitrifikační bakterie začnou jako terminální akceptor 
elektronů využívat vlastní produkt - nitrit, nebo dokonce 
nitrát či nitrit z okolního prostředí. Právě při těchto 
procesech, jejichž podstata je analogická s podstatou 
denitrifikačních reakcí denitrifikátorů, vzniká mnohem 
více plynných dusíkatých sloučenin, a to vedle N2O také 
značný podíl NO. Tato tzv. denitrifikace nitrifikátorů 
je v mnoha případech hlavním procesem tvorby NO 
v půdách (Firestone, Davidson, 1989; Davidson, 1991). 
Kromě chemolitoautotrofní nitrifikace (kdy NO a N2O

vznikají zejména v prvním kroku při oxidaci amoniaku), 
jež jako nitrifikační producent plynů převažuje, mohou 
NO a N2O vznikat i během heterotrofní nitrifikace (Tor­
toso, Hutchinson, 1990). Stejné plynné metabolity, 
i když většinou již v menším množství, se tvoři i při 
dalších přeměnách dusíku: při asimilační i disimilační 
redukci nitrátů a nitritů na amoniak, při fixaci N2 a abio- 
tickými procesy chemodenitrifikací (obr. 1).

EKOLOGIE AUTOTROFNÍ NITRIFIKACE

Nitrifikátoři

Nitrifikační bakterie patří do čeledi Nitrobacteraceae. 
Jsou to gramnegativní bakterie, které se dělí na dvě sku­
piny: bakterie oxidující amoniak (nitritační bakterie, 
nitroso-bakterié) a bakterie oxidující nitrit (nitratační 
bakterie, nitro-bakterie).

Bakterie oxidující amoniak jsou převážně chemo­
litoautotrofní: jako zdroj energie, protonů a elektronů 
využívají chemickou anorganickou látku (NHJ), jako 
zdroj uhlíku biomasy využívají CO2. V malé míře však 
mohou asimilovat i organické látky. Jsou mesofilní, opti­
mální růstová teplota je kolem 30 °C, optimální pH 7,5 
až 8. Vyskytuji se všude v přírodě, v půdách, oceánech, 
řekách a jezerech, v sedimentech a v kalech odpadních 
vod. Základní charakteristika jednotlivých rodů je uve­
dena v tab. I.

Bakterie oxidující nitrit jsou také obecně chemolito­
autotrofní: jako zdroj energie, protonů a elektronů 
využívají chemickou anorganickou látku (NO2), jako 
zdroj uhlíku biomasy využívají CO2. Jedinou známou 
výjimkou je rod Nitrobacter, který je mixotrofní (che­
molitoautotrofní i chemoorganoheterotrofní). Jeho 
chemoorganoheterotrofni růst je však pomalý a ne-

I. Základní charakteristika nitrifikačnich bakterií - Basic characteristic of nitrifying bacteria (Holt et al., 1994)

Skupina Rod Tvar buněk Velikost buněk (pm) Další údaje

Nitrosomonas rovné tyčinky 0,7-1,5 x 1,0-2,4 pohyblivé, polární bičíky 
půdní i vodní

Amoniak oxidující 
(nitroso-bakterie)

Nitrosococcus kulovité nebo elipsoidní l,5-l,8x 1,7-2,5 trs bičíků
většinou vodní (mořské)

Nitrosospira spirální, 3-20 otoček O,3-O,8 x 1,0-8,0 peritrichální bičíky 
půdní, sladkovodní

Nitrosolobus pleiomorfní lalokovité 1,0-1,5 x 1,0-2,5 peritrichální bičíky 
pouze půdní

Nitrosovibrio tenké zakřivené tyčinky 0.3-0.4 x 1,1-3,0 většinou polární bičíky 
půdní, na kamenech apod.

Nitrobacter hruškovité nebo pleiomorfní tyčinky 0,5-0,8 x 1,0-2,0 polární nebo laterální bičíky 
půdní i vodní (mořské)

Nitrit oxidující 
(nitro-bakterie')

Nitrococcus kulovité 1,5 1-2 polární bičíky 
mořské, obligátně halofilní

Nitrospira spirálovité 03-0,4x0,8-1,0 nepohyblivé
mořská voda je nezbytná pro růst

Nitrospina tenké tyčinky 0,3-0,4 X 1,7-6,6 nepohyblivé
mořské, obligátně halofilní
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vyvážený, tvoři se mnoho zásobních látek typu poly-ß- 
hydroxybutyrátů a polyfosfátů. Granule těchto látek 
vyplňují buňky a narušují jejich tvar i velikost. Bakterie 
oxidující nitrit jsou mesofilní, optimální teplota pro 
jejich růst je 28 °C, optimální pH 7,6 až 7,8. Vyskytují 
se v aerobních, ale i anaerobních prostředích, v půdách, 
oceánech, řekách a jezerech, v sedimentech a v kalech 
odpadních vod, na povrchu i uvnitř kamenů, kamenných 
soch, ve stěnách historických budov, na betonových 
podkladech, v tunelech apod. Základní charakteristika 
jednotlivých rodů je uvedena v tab. I. Terestrické formy 
patři všechny do rodu Nitrobacter, ostatní byly izolo­
vány z mořské vody a jsou obligátně halofilní.

Nitrifikační bakterie se jen obtížně studují obvyklými 
mikrobiologickými technikami. Vzhledem к pomalému 
růstu je jejich izolace obtížná; ze stejného důvodu se 
špatně udržují v kulturách. Většina informací o nitrifi- 
kačních bakteriích proto pochází ze studia pouze ně­
kolika kmenů rodů Nitrosomonas a Nitrobacter. Téměř 
neznámá je diverzita nitrifikátorů in situ a nitrifikační 
aktivita jednotlivých populací jejich společenstva 
(Schmidt, Belser, 1994).

Regulační faktory nitrifikace

Aktivita nitrifikačních bakterii je ovlivňována mnoha 
faktory prostředí. Robertson (1989) navrhl modelové 
schéma regulačních faktorů nitrifikace, které zahrnuje 
relativní význam jednotlivých faktorů. Faktory ovlivňu­
jící nitrifikační aktivitu na buněčné (organismální) 
úrovni jsou v tomto schématu označeny jako blízké, 
faktory vnějšího prostředí pak jako vzdálené (obr. 2).

Ve většině půd je rychlost nitrifikace přirozeně silně 
závislá na dostupnosti amoniaku; druhým nezbytným 
předpokladem pro autotrofní nitrifikaci je dostatečný 
přísun kyslíku. Zásobení nitrifikujících buněk těmito 
dvěma látkami přímo závisí na obsahu, složeni, kon­
centraci a dalších vlastnostech půdního roztoku, kterým 
difundují molekuly látek к jednotlivým mikrobiálním 
buňkám. Pro průběh nitrifikace v půdě je důležitá určitá 
rovnováha mezi obsahem vody a vzduchu v půdě. 
Zjednodušeně lze říci, že nízký obsah vody v běžné mi­
nerální půdě sice umožňuje dobrou aeraci a výměnu 
plynů mezi půdou a atmosférou (a tedy přísun O2 do 
půdy), ale zároveň při vysycháni půdy se ztenčuje vodní 
film na povrchu půdních částic, a tím se prodlužuje 
a komplikuje cesta pro difúzi molekul v půdním pro­
středí. Nedostatek vody také přímo inhibuje mikrobiální 
aktivitu, neboť se snižuje vnitrobuněčný vodní potenciál 
a redukuje hydratace, a tím aktivita enzymů (Stark, Fire­
stone, 1995). Naopak, zvyšuje-li se obsah vody v půdě, 
usnadňuje se pohyb molekul v půdním roztoku, avšak 
současně se od určité hranice podstatně zpomaluje 
výměna plynů, a tím se snižuje dostupnost O2 pro 
nitrifikátory. Např. v experimentech s písčitohlinitou 
půdou byla zjištěna maximální nitrifikační aktivita při 
plném nasycení pórů vodou uvnitř agregátů a současně

při zaplnění pórů mezi agregáty vzduchem (Grundmann 
et al., 1995). Aerační stav půdy závisí nejen na obsahu 
vody v půdě a na struktuře a textuře půdy, ale velmi 
těsně souvisí i s teplotou. Studium vztahu teplota-obsah 
vody v půdě ukázalo, že optimální relativní obsah vody 
v půdě pro nitrifikaci byl nejnižší při teplotě kolem 
25 °C. Při nižší i vyšší teplotě byl pro maximální 
nitrifikační aktivitu potřebný vyšší obsah vody v půdě 
(Grundmann et al., 1995). Absolutní hodnoty charak­
terizující aerační status půdy a nasycenost půdy vodou 
optimální pro nitrifikaci se nepochybně liší u různých 
půd; uvedený příklad však dobře ilustruje, jak jednotlivé 
regulační faktory mohou vzájemně interferovat, rušit 
nebo naopak zesilovat své účinky v závislosti na jiných 
faktorech prostředí. Určitá nitrifikační aktivita (a obecně 
každá mikrobiální aktivita) je pak dána průnikem vlivu 
mnoha faktorů prostředí.

Vzhledem к obvyklé proměnlivosti teploty a vlhkosti 
půdy během roku, ke kolísání aeračního statusu půdy 
i ke změnám rychlosti mineralizace (a tím zásobování 
nitrifikátorů amoniakem) kolísá nepochybně i nitri­
fikační aktivita v půdě. O velikosti aktuální nitrifikační 
aktivity v půdě za určitých hodnot důležitých kontrolních 
faktorů nitrifikace je známo velmi málo, a to zejména 
z metodických důvodů. Měření aktivity nitrifikačních 
enzymů (Schmidt, Belser, 1982 - viz dále) však ukazují, 
že i při podmínkách pro nitrifikaci nepříznivých existují

vzdálenější bližší význam 
regulačního 
faktoruúroveň regulace

2. Kontrolní a regulační faktory nitrifikace v půdě; intenzita vlivu 
jednotlivých faktorů jc znázorněna tloušťkou šipky - Control and 
regulatory factors of nitrification in soil; intensity of the impact of in­
dividual factors is shown as arrows width (Robertson, 1989)
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v půdě populace nitrifikačních bakterií schopné velmi 
rychle reagovat na změnu podmínek. Např. Bramley, 
White (1989) zjistili poměrně malé kolísání potenciální 
nitrifikace (aktivity nitrifikačních enzymů) v půdě 
v průběhu roku, aniž by prokázali statisticky významnou 
závislost potenciální nitrifikace na teplotě nebo vlhkosti 
půdy.

Významným regulačním faktorem nitrifikace je půdní 
reakce. Jak poznamenávají Bramley, White (1989), 
regulační úloze pH byla v minulosti věnována značná 
pozornost, avšak většina experimentálních dat se týká 
čistých kultur nitrifíkátorů, nebo byly údaje získány při 
dlouhodobých inkubačních experimentech v laborator­
ních podmínkách. Autoři zjistili ve dvou půdách opti­
mální pH pro aktivitu nitrifikačních enzymů 5,91 a 6,31, 
přičemž pH těchto půd bylo 5,18 a 6,14 - tyto výsledky 
svědčí o adaptaci společenstva nitrifíkátorů na přirozené 
pH půdy (Bramley, White, 1989; Bramley, White, 1990). 
Je také vidět, že pH optimální pro aktivitu nitrifikačních 
enzymů v půdě je nižší než pH optimální pro nitrifikaci 
kulturami nitrifíkátorů (Holt et al., 1994 - viz výše). 
Autotrofhí nitrifikace pravděpodobně neprobíhá při pH 
pod 4 (Persson, Wirén, 1995), ačkoliv studie nitrifikace 
v lesních půdách naznačují, že kromě heterotrofní 
nitrifikace, typické pro kyselé lesní půdy, může i v tomto 
prostředí být autotrofní nitrifikace významná (Killham, 
1990; také tamtéž citovaná literatura). V zásadité oblasti 
půdní reakce je inhibována oxidace NO2 na NO) (Paul, 
Clark, 1996). Kromě intenzity nitrifikace ovlivňuje pH 
také množství a poměr plynných dusíkatých sloučenin 
produkovaných nitrifikací (jakož i dalšími procesy 
přeměn N v půdě) (Stevens et al., 1998). Tento aspekt 
regulační úlohy pH při tvorbě plynných dusíkatých látek 
v půdách je velmi významný zejména z hlediska 
následných emisí plynů z půd do atmosféry - zcela jiný 
dopad mají emise N2O a NO (potenciálně velký) než 
emise N2 (žádný).

Inhibice nitrifikace

Autotrofhí nitrifikace v půdě je řízena, tj. stimulována 
i inhibována, řadou faktorů prostředí, jak již bylo na­
značeno. Striktně vzato, inhibičně působí obecně 
všechny možné regulační faktory a jejich kombinace 
v oblasti mimo své optimum. Inhibiční účinek některých 
faktorů prostředí je však poznán lépe. Nitrifikaci inhi- 
buje zejména nízké pH, nízká nebo naopak velmi vysoká 
koncentrace amoniaku, za určitých podmínek intenzita 
viditelného světla (420 nm) a UV záření, rostlinné látky 
fenolické povahy, některé humusové látky aj. (Abe- 
liovich, 1992). Nitrifikaci může také inhibovat nedosta­
tek některé živiny včetně stopových prvků a různé látky 
s allelopatickým účinkem, zjištěné zejména v lesních 
půdách (Killham, 1990).

V zemědělsky využívaných půdách se v souvislosti 
s inhibitory nitrifikace většinou uvažují látky, jimiž lze 
nitrifikaci ovlivňovat. Cílem inhibice nebo zpomalení 
nitrifikace v půdě je snížení koncentrace nitrátů produ­
kovaných nitrifikací. Důvodem může být snaha zmenšit 
ztráty dusíku z půdy vyplavováním nebo snížit obsah 
nitrátů v plodinách. Látek s inhibičním účinkem na nitri­
fikaci (na nitritaci, tj. oxidaci amoniaku na nitrit, nebo 
na nitrataci, tj. oxidaci nitritu na nitrát) je známo velké 
množství a některé z nich byly již využity i komerčně 
(např. Zacheri, Amberger, 1990; Prasad, Power, 1997; 
Hagopian, Riley, 1998). Mezi nejznámější inhibitory 
nitrifikace patří různé chemické látky, např. nitrapyrin, 
dikyandiamid, thiomočovina a mnoho dalších sirných 
sloučenin (tab. II) i látky biologického původu. Prak­
tické použití inhibitorů nitrifikace však naráží na četné 
obtíže, a to z různých biologických, ekologických a eko­
nomických důvodů (např. Keeney, 1986; Hagopian, 
Riley, 1998). Efektivitu inhibitorů nitrifikace v polních 
podmínkách ovlivňuje řada různých faktorů. Kromě 
fyzikálně chemických vlastností samotných inhibitorů to

II. Některé chemické látky s inhibičním účinkem na nitrifikaci - Some chemicals with inhibitory effect on nitrification (Keeney, 1986; Caffrey, Miller, 
1995; Hagopian, Riley, 1998)

Název (zkratka) Vzorec Volatilita Rozpustnost 
ve vodě

Poznámka

dikyandiamid (DCD) C2H4N4 nízká vysoká také pomalu využitelné hnojivo
sirouhlík a jeho deriváty CS2 vysoká vysoká fumigant; inhibitor nitrifikace .

v nízkých koncentracích
thiosíran amonný (ATS) (NH4)2S2O3 nízká vysoká také inhibitor ureázy
nitrapyrin (NP) 2-chlor-6-(trichlormethyl) pyridin střední nízká komerčně využívaný
etridiazol (ED) 5-ethoxy-3-trichlormethyl-1,2,4-triadiazol střední vysoká fungicid
АТС 4-amino-1,2,4-triazol.HCl nízká vysoká
acethylen C2H2 vysoká vysoká inhibice i jiných procesů
methyl fluorid CH3F vysoká vysoká
azid sodný NaN3 nízká vysoká
chlornan sodný NaClO3 nízká vysoká využití při měření aktivity 

nitrifikačních enzymů
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111. Faktory ovlivňující efektivitu inhibitorů nitrifikace v půdě - Factors affecting the efficacy of nitrification inhibitors in soil (Keeney, 1986)

Skupina Faktor Poznámka

Vlastnosti inhibitorů rozpustnost ve vodě

volatilita
sorpce

stabilita (odolnost rozkladu)

ovlivňuje způsob aplikace a vymývání

ovlivňuje ztráty z povrchu půdy a pohyb v půdě

ovlivňuje způsob vymývání a pohyb v půdě

hlavní faktor ovlivňující perzistenci v půdě :

Chemické a fyzikální vlastnosti půd pH
velikost povrchu půdních částic, 
jejich náboj

pórovitost (velikost a distribuce

dostupnost N-sloučenin

ovlivňuje stabilitu inhibitorů a aktivitu nitrifikátorů

ovlivňuje sorpci inhibitorů, aktivitu nitrifikátorů, mobilitu 
amoniaku, pufruje změny pH

ovlivňuje např. aerační status půdy, mobilitu plynných inhibitorů

Biologické vlastnosti půd populace nitrifikátorů 
energie (C)

schopnost růstu populací a jejich diverzita

vyšší mikrobiální aktivita v půdě může zvýšit rozklad inhibitorů

Abiotické faktory prostředí teplota

vodní status půdy
hlavní faktor ovlivňující nitrifikační aktivitu a rozklad inhibitorů 

ovlivňuje nitrifikační aktivitu, teplotu půdy, vyplavování látek ;

Technologické aspekty forma hnojivá

způsob aplikace

acidifikace nebo alkalizace půdního prostředí při transformacích !
a využití hnojiv i

větší volatilizace při povrchové aplikaci

jsou fyzikálně chemické i biologické vlastnosti půdy, 
abiotické faktory prostředí a technologické aspekty, jako 
např. forma a způsob aplikace hnojivá (tab. III). Přes 
současné problémy s praktickým využitím inhibitorů 
nitrifikace v polních podmínkách představují tyto látky 
poměrně slibný a účinný nástroj pro regulaci procesů 
přeměn dusíku v půdách, kterým by bylo možné omezit 
obecně ztráty dusíku a zejména emise dusíkatých plynů 
ze zemědělsky využívaných půd.

METODY STUDIA NITRIFIKACE

Pro studium nitrifikace byla vyvinuta celá řada 
metod. Celkové počty autotrofních nitrifikátorů (jak 
amoniak oxidujících, tak nitrit oxidujících bakterií) se 
obvykle stanovují metodou maximálního zředěni (MPN - 
most probable number), neboť klasické kultivační 
techniky selhávají kvůli relativně pomalému růstu 
nitrifikačních bakterií na kultivačních médiích. Metoda 
MPN je však velmi náročná časově a výsledky mají 
obvykle velký rozptyl. Mnozí autoři nadto zjistili, že 
většinou silně podhodnocuje skutečnou velikost 
populací nitrifikátorů v půdě (Belser, 1979; Robertson, 
Vitousek, 1981; Belser, Mays, 1982). Pro kvantifikaci 
populací nitrifikátorů se též používají imunofluores- 
cenčni techniky (FA - fluorescent antibody), které 
patrně zachytí větší část populací než metody MPN 
(Woldendorp, Laanbroek, 1989). Přesto je zřejmé, že ve 
většině případů počty bakteriálních buněk nesouvisejí 
s aktivitou bakterií. Z těchto důvodů se často dává před­
nost měření nitrifikační aktivity před stanovováním 
počtů nitrifikátorů.

Princip stanovení nitrifikační aktivity je vcelku 
jednoduchý: půda se inkubuje za definovaných podmí­
nek; na začátku inkubace a po určité době se stanoví 
obsah NHj, NO2 a NO) a z těchto údajů se vypočte 
velikost nitrifikace. Vzhledem к tomu, že proces 
nitrifikace je těsně spjat s procesem mineralizace orga­
nického dusíku a že rychlost nitrifikace je většinou vyšší 
než rychlost mineralizace (Kubát, 1993), se však velmi 
často inkubačními metodami stanoví spíše parametry 
mineralizace než nitrifikace (Schinner et al., 1995). Při 
měření potenciální nitrifikace se půdní vzorky inkubují 
s přídavkem NH7, např. (NH4)2SO4, a při vyšší teplotě, 
např. 25 °C. Inkubace probíhá za aerobních podmínek 
a v jejím průběhu se odebírají subvzorky na stanovení 
obsahu nitrátů a někdy i nitritů. Metody se v zásadě dělí 
podle délky inkubace na dlouhodobé (inkubace 3 až 
5 týdnů i déle) a krátkodobé (inkubace několik hodin). Při 
dlouhodobých inkubacích se někdy detailněji analyzuje 
a modeluje průběh nitrifikace (Novák, 1993), avšak často 
dochází к nepostižitelným změnám ve skladbě (a aktivi­
tě) mikrobiálního společenstva v průběhu dlouhodobé 
inkubace (Alef, 1995). Proto se často dává přednost 
metodám založeným na krátkodobé inkubaci. Metoda 
krátkodobé inkubace se používá ke stanovení maxi­
mální rychlosti nitrifikace v půdě. Vzorky půdy se inku­
bují v laboratorních podmínkách a optimalizuje se obsah 
vody, aerační status, množství NHj a přijatelný fosfor 
(Hart et al., 1994). Někdy se používá přídavek chlorna­
nu sodného, který inhibuje oxidaci NO2. Fakticky se tak 
měří oxidace amoniaku čili aktivita enzymů amonium- 
monooxygenasy a hydroxylaminoxydoreduktasy; proto­
že se stanovuje nitrit jako produkt, je metoda citlivější 
než při měření nitrátu jako produktu nitrifikačních reakcí
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(Belser, Mays, 1980). Vzhledem к citlivosti metody může 
inkubace trvat jen několik hodin, a metoda tak může 
sloužit ke stanovení aktivity nitrifikačních enzymů 
(NEA - nitrifying enzyme activity) nitrifíkátorů přítom­
ných v půdě v době měření. Dovoluje to relativně velmi 
nízká reprodukční rychlost nitrifikačních bakterií, takže 
nitrifikační aktivitu stanovenou při krátkodobé inkubaci 
lze přiřadit nitrifikujícím buňkám přítomným ve zkouma­
ném vzorku na začátku inkubace.

Přehled moderních metod studia nitrifikace včetně 
detailních metodických postupů lze najít v mnoha sou­
dobých metodicky zaměřených publikacích (např. Hart 
et al., 1994; Alef, 1995; Schinner et al., 1995).
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Změna publikačního jazyka 
ve vědeckých časopisech ČAZV

Předsednictvo České akademie zemědělských věd přijalo na zasedání dne 6.4. 2000 usnesení, kde mj. 
doporučuje změnu publikačního jazyka ve vědeckých časopisech vydávaných pod gescí ČAZV. Před­
sednictvo navrhuje Vydavatelské radě ČAZV zavést angličtinu jako jediný jazyk ve všech vědeckých 
časopisech od 1. 1. 2001. Redakce časopisu Rostlinná výroba přijímá od 1. 7. 2000 příspěvky psané 
pouze v angličtině.

A change of publication language 
in Scientific Journals of the Czech Academy 

of Agricultural Sciences

At its session on the 6lb April 2000, the Presidium of the Czech Academy of Agricultural Sciences 
adopted a resolution recommending, among other things, to change the publication language in sci­
entific journals published under the Academy patronage. The Presidium proposes to the Publishing 
Board of the Academy to introduce English as the only language in all scientific journals from the 
Iя January 2001. The papers written exclusively in English are accepted by the editor’s office of the 
journal Rostlinná výroba (Plant Production) from the Iя July 2000.



THE EFFECT OF ELEVATED AMBIENT CO2 AND TEMPERATURE 
INCREASE ON RHIZOSPHERE OF PERENNIAL RYEGRASS 
(LOU IMPERENNE L.)

VLIV ZVÝŠENÉ KONCENTRACE C02 A TEPLOTY NA RHIZOSFÉRU 
JÍLKU VYTRVALÉHO (LOLIUM PERENNE L.)

H. Šantrůčková1 2, D. Elhottová1, P. Loiseau3, F. Soussana3

X Institute of Soil Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, České Budějovice, 
Czech Republic
Faculty of Biological Sciences, University of South Bohemia in České Budějovice, 
Czech Republic
INRA, Clermont-Ferrand, France

ABSTRACT: The consequences of the elevated CO2 and the elevated CO2 with an increased temperature on rhizosphere 
of perennial ryegrass were investigated. Ryegrass grown in the loamy soil treated with two different doses of mineral N 
(160 and 530 kg N.ha '.year"1) was continually kept in experimental climate conditions for approximately two and half 
years. The amount of C and N compounds (total extractable C, carbohydrate, reducing sugars, ninhydrin reactive N and 
ammonium N), fluorescein diacetate (FDA) hydrolytic activity, proteolytic activity of extracellular enzymes and the com­
position of microbial communities (CFU on elective media) were measured 15, 20 and 27 months of plant growth in the 
experimental conditions. The contents of extractable C and carbohydrates increased with plant age in all climate condi­
tions, while the contents of reducing sugars, ninhydrin-reactive N and ammonium N did not. We found significant positi­
ve effect of the experimental climate conditions on the contents of C and N compounds and on FDA activity after 15 months 
of ryegrass growth. At the end of the experiment, after 27 months of plant growth in the experimental conditions, all 
these parameters were affected negatively. The decrease of the values was slowed by N fertilisation but not eliminated. 
Proteolytic activity was significantly higher in the experimental climate conditions in most sampling. The numbers of 
CFU on various media were decreased in the elevated CO2 conditions in June 1994 and 1995, and in the elevated CO2 
with increased temperature conditions in June 1995. Again, N fertilisation did not entirely eliminate the negative effect 
of the experimental climate conditions. Our results demonstrate that the positive effect of changing climate on the content 
of organic compounds in rhizosphere and on activity of rhizosphere microflora of ryegrass was only a short-term one.

Keywords: elevated CO2; increased temperature; N fertilisation; rhizosphere; ryegrass; C and N compounds; microbial 
and enzymatic activities; CFU

ABSTRAKT: Byl sledován vliv zvýšené koncentrace CO2 (700 ц1.Г') a vliv zvýšené koncentrace CO2 v kombinaci se 
zvýšenou teplotou (700 pl.r1, +3 °C) na mikrobiální aktivitu v rhizosféře jílku vytrvalého. Jílek byl po dobu dva a půl 
roku pěstován v řízených atmosférických podmínkách, v hlinité půdě hnojené dvěma dávkami minerálního N (160 a 530 kg 
N.ha"1.rok"1). Po 15, 20 a 27 měsících růstu rostlin v řízených podmínkách bylo v rhizosféře měřeno množství C a N 
látek (celkový extrahovatelný C, polysacharidy, redukující cukry, ninhydrin-reaktivní forma N a NH4-N), fluorescein di- 
acetát (FDA) hydrolytická aktivita, proteolytická aktivita extracelulárních enzymů a skladba mikrobiálního společenstva 
(KTJ na elektivních médiích). Obsah extrahovatelného C a polysacharidů se zvyšoval se stářím rostlin ve všech klima­
tických podmínkách, zatímco obsah redukujících cukrů, ninhydrin-reaktivního N a NH4-N se výrazně neměnil. Průkazně 
kladný vliv pokusných klimatických podmínek na obsah C a N látek a na FDA aktivitu byl zjištěn po 15 měsících. Na 
konci pokusu, po 27 měsících růstu v pokusných podmínkách, byly všechny tyto parametry ovlivněny negativně. Hnojení 
N tento negativní vliv zpomalovalo, ale zcela neeliminovalo. Proteolytická aktivita byla průkazně vyšší v pokusných 
podmínkách u většiny odběrů. Počet KTJ na médiích s různým zdrojem C a N byl snížen v podmínkách zvýšeného CO2 
v červnu 1994 i 1995 a vzrostl v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 a zvýšené teploty v červnu 1995. Hnojení N opět 
neeliminovalo negativní vliv pokusných klimatických podmínek. Kladný účinek měnících se klimatických podmínek na 
obsah organických látek v rhizosféře a následně na rhizosférickou mikroflóru jílku vytrvalého byl pouze krátkodobý.

Klíčová slova: zvýšená koncentrace CO2; zvýšená teplota; N hnojení; rhizosféra; jílek vytrvalý; C a N látky; mikrobiální 
a enzymová aktivita; počty bakterií
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INTRODUCTION

Doubling of ambient CO2 concentration from 350 to 
700 ml.T' often stimulates plant photosynthesis and 
growth, enhances carbon allocation belowground and in­
creases plant nutrient uptake (Cure, Acock, 1986; Owens- 
by et al., 1993; Jongen et al., 1995; Gorissen, 1996; 
Gregory et al., 1996). In the elevated CO2 conditions, an 
increase of C input from belowground parts into the soil 
mostly results in an increased amount of roots and sto­
lons (Ball, 1997; Zak et al., 1993; Rouhier et al., 1994). 
Although root exudation rate can also be enhanced (Pa­
terson et al., 1996), this response cannot be generalised 
and depends on plant species, plant age, soil nutrient sta­
tus and other factors of the soil environment (Curl, True­
love, 1986). In terms of the C quality, plant material 
produced in the elevated CO2 conditions often has 
higher C : N or lignin : N ratios (Cotrufo, Ineson, 1996) 
and a higher portion of phenolics and tannins (Gebauer 
et al., 1998; Penuelas, Estiarte, 1998). It could slow down 
the decomposition of plant material in the elevated CO2 
conditions.

Microorganisms in the rhizosphere preferentially 
utilise easily available rhizodeponial material, but under 
nutrient limitation, microorganisms also decompose soil 
organic matter in a great extent to get the nutrients that 
they need for building of cell material (Cardon, 1996). 
In the elevated CO2 conditions, the increased input of 
rhizodeponial material is higher and N content is lower. 
It might induce decomposition of soil organic matter 
(Zaketal., 1993).

This paper examines the extent to which the elevated 
CO2 and the elevated CO2 with an increased temperature 
influence rhizosphere of ryegrass under two different 
N regimes. The objectives were to obtain information on 
the effect of changing climate conditions and N supply 
on contents of available C and N compounds, microbial 
and enzymatic activities and on a composition of micro­
bial communities in rhizosphere of ryegrass grown in the 
experimental climate conditions for 15, 20 and 27 months.

MATERIAL AND METHODS

We analysed rhizosphere of perennial ryegrass (£o- 
Uum perenne L., cv. Préférence) from a long term ex­
periment of INRA, Clermont Ferrand, France. The 
experiment was designed to study changes in produc­
tivity, and C and N balance of soil grown perennial 
ryegrass swards in the conditions of elevated CO2 and 
temperature increase. Perennial ryegrass was sown in 
containers (0.5 m2, 45 cm deep) filled with loamy soil. 
Soil consisted of 42% sand, 42% loam, 15% clay and 1% 
organic C with a C : N ratio 10. The pH (water) was 6.9, 
CEC 17.4 meq per 100 g of dry soil. In March 1993, 
18 months after sowing, the containers with swards were 
put into ventilated plastic tunnels with different climatic 
conditions: outdoor climate (350 pl CO2.T'; control), el­

evated CO2 (700 pl CO2.T‘), elevated CO2 with an in­
creased temperature (700 pl CO2.T', +3 °C). Within each 
tunnel (70 m2), the air and temperature was regulated 
(Casella et al., 1996). The swards were grown continu­
ously in these conditions till June 1995. All swards were 
cut simultaneously on five occasions each year. Each 
treatment was annually supplied with inorganic N fertil­
izer (NH4NO3) and two rates of N fertilizer were com­
pared: 160 kg N.ha '.year 1 and 530 kg N.haÁyeaf'. More 
detailed description of experimental design is given by 
Casella et al. (1996). Rhizosphere for analyses was 
sampled in June and November 1994 and in June 1995. 
Intact soil blocks of 10 x 10х 15 cm were always taken 
in three replications from each treatment immediately af­
ter cutting the sward. Roots with adjacent soil were 
hand-picked from the blocks in the same day.

One part of collected roots was kept at -20 °C and 
later used for a determination of bacterial counts. The 
other part of roots was washed in Na-pyrophosphate 
(0.1%, 1 : 4 w/v, 15 min, oscillating shaker). The roots 
were then removed and soil suspension was immediately 
analysed for enzymatic activities and N content. For 
measurements of C compounds, the suspension was cen­
trifuged at 9500 rpm, supernatant was acidified to pH 
value of 2 with sulphuric acid and stored at -20 °C be­
fore analyses. All analyses were performed in three to 
four replications and results were expressed per gram 
dry soil. A significance of differences between treat­
ments were evaluated using ANOVA, P < 0.01.

Fluorescein diacetate (FDA) hydrolytic activity was 
measured using a slight modification of the method of 
Schnürer, Rosswall (1982). Hydrolysis of FDA was 
stopped by addition of 2 ml 0.1% HgCl2 (Fontvieille et 
al., 1992). Proteolytic and amylolytic activity of exocel­
lular enzymes was measured in the suspension after ad­
dition of several drops of toluen and after centrifugation 
(7000 rpm, 5 min) by a colorimetric technique. The proteo­
lytic activity was determined according to Vágnerová, 
Macura (1974) and the amylolytic activity according to 
Zemek, Kuniak (1983). Numbers of colony forming 
units (CFU) of bacteria in rhizosphere soil were counted 
on elective agar media. CFU of proteolytic bacteria was 
counted on casein medium (Martley et al., 1970), N2 fix­
ing bacteria on N free medium (Doberreiner, Day, 1974). 
Media with the same mineral base but different in sour­
ces of N and C were used for counting bacteria requiring 
C and N sources of different complexity (Lochhead, 
Chase, 1943; Taylor, 1951). Mineral N (ammonium) and 
glucose were used as the first level of complexity, amino 
acids as the second and yeast and soil extracts as the last 
ones. Total extractable C (Ccxt) was measured by dichro­
mate semi-micro method (Hejzlar, Kopáček, 1990), total 
carbohydrate content (Cch) using phenol sulphuric acid 
method (Šafařík, Šantrůčková, 1992). An amount of re­
ducing sugars (Crs) was measured using colorimetric 
method and expressed as glucose C (Somogyi, 1952). 
Extractable N compounds (Nnin) were determined with 
the ninhydrin reagent using procedure described by
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Joergensen, Brookes (1990). Ammonium N (NNH4) was 
measured with indophenol method (Zbiral et al., 1997).

RESULTS

We compared the values of parameters measured in 
the experimental climate conditions with those obtained 
from the control climate conditions in the corresponding 
sampling times.

In the control climate conditions (350 pl CO2.T'), the 
level of C„, and Cch in rhizosphere of ryegrass signifi­
cantly increased with the plant age at both rates of N fer­
tilizer (Tab. I). The amount of Nni„, which was the highest 
in June 1994, did not increase with the plant age. The

The effects of the elevated CO2, and the elevated CO2 
with an increased temperature on the measured parame­
ters related to those measured in the control climate con­
ditions are shown in Figs. 1 and 2. Both experimental 
climate conditions increased the level C„„ Cch, N„in and 
FDA activity of microflora in June 1994 when the plants 
were grown in the experimental climate conditions for 
15 months. The positive effect of the experimental cli­
mate conditions ceased with prolonged time of the plant 
growth and it was mostly negative after 27 months of the 
plant growth in these conditions. The high N treatment 
promoted the positive effect of the experimental climate 
conditions but did not entirely eliminate the negative ef­
fect at the end of investigation. The content of C„ was 
reduced in the experimental climate conditions only in

1. The amount of extractable carbon (CHt), carbohydrates (Ca,), reducing sugar (Crs), ninhydrin reactive compounds (Nni„) and ammonium N 
(Nnh4) in the rhizosphere of perennial ryegrass grown under outdoor climate conditions (350 pl COz-F1, control); plants were supplied with 
160 and 530 kg N.ha-1.year"1; mean values from four replications and standard deviations are given, different letters indicate significant 
differences (ANOVA, P < 0.01)

Date N dose 
(kg.ha"1)

Cext 
(Mg c.g-*)

Cch 
(Mg C.g-1)

c„ 
(ggC.g-1)

Nnin 
(Mg N.g"1)

Nnh4 .
(Mg N.g"1)

June 94 160 66.3 ± 0.9a 16.2 ± 2.0a ND 8.13 ± 0.30b ND

Nov. 94 160 347.0 ± 7.5" 59.7±9.3b 6.07 ± 0.76“ 6.23 ± 0.47“ 2.25 ±0.14“

June 95 160 788.3 ± 8.9е 160.9 ± 2.1е 5.76 ±0.91“ 7.57 ± 0.40“ 2.30 ± 0.22“

June 94 530 120.6 ±0.9a 24.7 ± 2.4a ND 11.27±0.26b ND

Nov. 94 530 377.1 ± 12.9b 71.5±9.3b 7.71 ±0.76“ 6.80 ±0.12“ 1.89 ±0.17“

June 95 530 506.4 ± 5.9е 273.7 ± 2.2е 8.49 ± 1.10“ 7.30 ±0.18“ 1.64 ±0.12“

ND = not defined

amounts of C„ and NNH4 did not change in the course of 
investigation. We found a consistent positive effect of 
the high N treatment on Cch and Crs (Tab. I). Cc„ and Nnin 
were positively affected in the high N treatment only in 
June 1994. NNh4 was even lower in the high N than in the 
low N treatment. Although the metabolic activity of 
a rhizosphere microflora measured as FDA activity did 
not increase with the plant age, it was higher in the high 
N treatment as related to low N treatment (Tab. II). Pro­
teolytic activity of extracellular enzymes was higher in 
the spring than in the autumn samplings in both N treat­
ments (Tab. II).

the high N treatments (Fig. 2). The content of NNh4 was 
lowered after 27 months of the plant growth in the ex­
perimental climate conditions in both N treatments. The 
effect of the experimental climate conditions on pro­
teolytic activity varied but was positive in the most cases.

Amylolytic activity of extracellular enzymes being 
measured in June 1995 was significantly higher in the 
high N than in the low N treatments in all conditions 
(Tab. III). As compared to the control climate condi­
tions, the amylolytic activity was reduced in the elevated 
CO2 conditions. It was, however, increased in the el­
evated CO2 and temperature conditions (Tab. III).

П. FDA hydrolytic activity and proteolytic activity in the rhizosphere of perennial ryegrass grown under outdoor climate conditions (350 /iLCOt-F1, 
control); plants were supplied with 160 kg N and 530 kg N.ha"1.year"1; mean values from four replications and standard deviations are given, 
different letters indicate significant differences (ANOVA, P < 0.01)

Date

160kgN.ha"' 530 kg N.ha-'

FDA 
(A49o.g"l.h"1)

proteolytic activity 
(mg.g“’)

FDA 
(A49o.g-,.h-1)

proteolytic activity 
(mg.g"')

June 94 1.49 ±0.06“ 0.94 ± 0.02е 2.29±0.01b 0.85 ± 0.06b
Nov. 94 1.79±0.05b 0.07 ±0.01“ 1.96 ±0.02“ 0.04 ± 0.02“
June 95 1.39 ±0.04“ 0.43 ± 0.04" 1.97 ±0.06“ 0.83±0.13b
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1. Relative amount of extractable carbon (Ccxt), carbohydrates (Cch), 
reducing sugar (Cre), ninhydrin reactive compounds (Nnin), ammo­
nium N (NNH4), FDA activity and proteolytic activity of extracellular 
enzymes in the rhizosphere of perennial ryegrass grown under the 
elevated CO2 (700 д1 CO2.1_|) and under the elevated CO2 and in­
creased temperature conditions (700 ц\ СО^Г1, +3 °C); plants were 
supplied with 160 kg N.ha-1.year1; values of the parameters that de­
termined in the control climate conditions are 100%; significant dif­
ference (P <0.01) from the control is marked with asterisk

2. Relative amount of extractable carbon (Ccxt), carbohydrates (Cch), 
reducing sugar (Crs), ninhydrin reactive compounds (Nnin), ammo­
nium N (Nnh ), FDA activity and proteolytic activity of extracellular 
enzymes in the rhizosphere of perennial ryegrass grown under the 
elevated CO2 (700 д1 CO2.1-1) and under the elevated CO2 and in­
creased temperature conditions (700 д1 СО2.Г*, +3 °C); plants were 
supplied with 530 kg N.ha-1.year1; values of the parameters that de­
termined in the control climate conditions are 100%; significant dif­
ference (P < 0.01) from the control is marked with asterisk

The number of CPU on elective agar media determined 
in June 1994 and 1995 was affected by the experimental 
climate conditions (Figs. 3, 4). The elevated CO2 condi­
tions led to decrease of CFU on all the media used. The 
decrease was partly eliminated in the high N treatments. 
We did not find any important changes in the distribu­
tion of bacteria to the nutritional groups. Only a slight 
shift towards proteolytic was detected in the low N treat­
ments. The elevated CO2 and increased temperature con­
ditions caused the decrease in CFU in the low N treat­
ment. A shift towards proteolytic bacteria was apparent 
only in June 1995.

III. Amylolytic activity (mg.g~’) in rhizosphere of perennial ryegrass 
grown under various climate conditions: outdoor climate conditions 
(350 ^l.COz Г1, control), elevated CO2 (700 д1 СОг.Г1), elevated CO2 
and temperature (700 pl СОг.Г1 + 3 °C); plants were supplied with 
160 and 530 kg N.ha"1.year"1; the data from June 1995, mean values from 
four replications and standard deviations are given, different letters indicate 
significant differences (ANOVA, P < 0.01)

Treatment

Amylolytic activity (mg.g"1)

160 kg N.ha 1 530 kg N.ha"1

Control

700 д1 СОг.Г1

700^1 СОг.Г1 +3 °C

1.54±0.06b

1.27 ±0.09“

2.15±0.14c

2.54 ± 0.24b

1.64 + 0.10*

2.11 ± 0.16”

DISCUSSION

The elevated CO2 conditions and the elevated CO2 
with increased temperature conditions positively af­
fected the contents of C and N compounds and FDA ac­
tivity of microflora in the rhizosphere of ryegrass when 
the plants were grown under experimental climate condi­
tions for 20 months. The positive effect gradually ceased 
during the extension of the experiment. After 27 months 
of the plant growth, the experimental climate conditions 
mostly restricted the measured parameters. The results 
indicate that the increase of CO2 and temperature can 
positively affect C release from roots to the surrounding 
soil and, consequently, microbial activity (Geijn, Veen, 
1993). However, the positive effect appears to be, at least 
for ryegrass, only transitional.

The contents of C„, and Cch in the rhizosphere in­
creased with the plant age while С„, Nni„, and NNh4 did 
not change. Thus, the increase of Cex, was linked to the 
accumulation of complex material such as polysaccha­
rides, proteins and phenolic compounds but not to the 
accumulation of low molecular compounds. Consistently 
with our findings, Zagal (1994) documented an increase 
of C content in the rhizosphere with the plant age and 
Jones, Darrah (1993) found a gradual increase of the 
content of high molecular compounds while that of sug­
ars and amino acids did not change.
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3. Colony forming units (CFU.g-1) in the rhizosphere of ryegrass 
grown in the control, the elevated CO, (700 gl CO2.1-1) and the 
elevated CO2 and increased temperature (700 gl СО2.Г*, +3 °C) con­
ditions; in low N (A) and high N (B) treatments; on the axis log of 
CFU on media with ammonium and glucose (NH*), with amino acids 
(AA), yeast extract (YE), casein (K) and on medium without nitrogen 
(N2) are plotted; the values from the sampling in June 1994 are given

4. Colony forming units (CFU.g-1) in the rhizosphere of ryegrass 
grown in the control, the elevated CO2 (700 gl СО2.Г*) and the 
elevated CO2 and increased temperature (700 gl CO,.!"1, +3 °C) con­
ditions, in low N (A) and high N (B) treatments; on the axis log of 
CFU on media with ammonium and glucose (NH^), with amino acids 
(AA), yeast extract (YE), casein (K) and on medium without nitrogen 
(N2) are plotted; the values from the sampling in June 1995 are given

In the control climate conditions, C„,: Cch ratio did not 
change (low N treatment) or decreased (high N treat­
ment) indicating a proportional or a higher accumulation 
of carbohydrates than the accumulation of other complex 
compounds. In the experimental climate conditions in 
both N treatments, the increased Ccxt : Cch ratio pointed 
to the accumulation of phenolic and non-carbohydrate 
compounds.

CFU do not represent the total number of bacteria 
and the results should be therefore interpreted with great 
care. Nevertheless, they can, in combination with addi­
tional criteria, indicate certain changes in the communi­
ties of bacteria. The decrease of CFU in June 1995 
coincided with the decrease in FDA activity and in the 
content of C and N compounds. The shift in the distribu­
tion of bacteria into nutritional groups towards the pro­
teolytic bacteria in the experimental climatic conditions 
in the low N treatments corresponded to a higher pro­
teolytic activity of extracellular enzymes and to a lower

C : N ratio of root material (Loiseau, pers. commun.). 
The presented results display a breakdown of more com­
plex organic material and support the hypothesis that the 
decomposition of more complex organic compounds can 
be promoted in the conditions of the climate change to 
cover N demand for microbial growth and maintenance 
(Geijn, Veen, 1993; Zak et al., 1993).

We used data of root phytomass in the sampling dates 
(Soussana et al., 1996; Loiseau, Soussana, 1999) esti­
mating an input of Cexl per hectare of soil (Tab. IV). 
The input of C„, was about three orders lower than the 
input of C from the root phytomass. The experimental 
climate conditions affected positively C„, input in No­
vember 1994. In June 1995, the amount of C„, per hect­
are was enhanced only in the elevated CO2 conditions 
and the enhancement was caused by a larger root system 
rather than by a higher exudation.

The presented results demonstrate that the positive effect 
of the climate change on C release from roots and stimu-
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IV. The amount of Ccxl per hectare of soil (kg C.ha-1) as estimated from root phytomass (Soussana et al, 1994; Loiseau, Soussana, 1999) and mean 
value of Ccxt content in the rhizosphere in particular sampling dates

160 kg N.ha-1 530 kg N.ha"1

control 700 gl CQz.r* 700 gl СОг.Г'+З °C control 700 gl СО,.!"' 700 gl СОг.Г'+З °C

June 94 1.59 1.69 1.93 0.93 2.48 4.04

Nov. 94 14.39 53.01 31.68 24.48 31.90 40.57

June 95 18.89 28.07 13.57 10.84 32.53 19.50

lation of microbial activity in the rhizosphere is only 
a short lasting one and that the decomposition of com­
plex soil organic material can be enhanced. They con­
firm that long-term experiments in natural undisturbed 
conditions are required to permit shifts between negative 
and positive effects of elevated CO2 level on soil micro­
bial response and ecosystem feedback (Hu et al., 1999).
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HODNOCENÍ ZÁTĚŽE PŮD RIZIKOVÝMI STOPOVÝMI PRVKY 
MIKROBIOLOGICKÝMI A BIOCHEMICKÝMI METODAMI

ASSESSMENT OF SOIL POLLUTION BY MICROBIOLOGICAL
AND BIOCHEMICAL METHODS

E. Podlešákové1, J. Němeček2, H. Macurová1

1 Research Institute for Soil and Water Conservation, Prague, Czech Republic
Czech University of Agriculture in Prague, Czech Republic

ABSTRACT: Studies of soils contaminated in the field conditions or of soils with geogenic extreme concentrations of 
trace elements proved that the responses in the participation of microorganisms and biochemical processes occur only in 
extreme cases of the anthropogenic soil contamination and in the soils characterized by the strongest acidity. But we en­
counter problems of the relative comparability of soil samples with a different combination (trace elements, organic xeno- 
biotics) and different features (anthropogenic, geogenic) of trace elements loads, their mobilities and the different 
backgrounds of soil - biological processes due to taxonomical - lithological soil units. Investigations of soils with a simu­
lated pollution showed: great differences in the participation of soil microorganisms and their activities in the samples 
from soil units under study, the most expressive responses on contamination with trace elements have Azotobacter (free- 
living N2 fixing bacteria), oligotrophic bacteria and actinomycetes, differentiated influence of single trace elements, es­
pecially Zn, Cu, in a lesser degree Cd on the depression of the biochemical activities, especially of dehydrogenases and 
basal and potential nitrification, Hg stimulated often some groups of microorganisms. The findings of these interrelations 
enable us to reveal the soil sensibility to pollution with hazardous elements in cases of the increased mobility. The re­
sults contribute to the deepening of soil vulnerability assessment in connection with the study of changes of mobilities 
following the inputs of mobile species into soils. But it cannot lead to set up critical soil loads for the transfer pathway 
soil - plant.

Keywords: soils; simulated pollution; field contamination; responses; microorganisms; biochemical activities

ABSTRAKT: Studium odezvy mikroorganismů a biochemických procesů na přírodní zátěž půd rizikovými prvky a jejich 
extrémní geogenní obsahy ukazuje průkazné reakce pouze v extrémních případech. Studium půd se simulovanou zátěží 
poskytuje výraznější odezvy. Ze sledovaných prvků vyvolává největší stres pro mikroorganismy Zn a Cu. Tato zátěž se 
projevuje snížením intenzity biochemických pochodů, zejména nitrifikace (akumulace amonných iontů), a oxi- 
doredukčních pochodů, vyjádřených prostřednictvím dehydrogenázové aktivity. U zranitelnějších půd je významné i po­
tlačení potenciální respirace. Ze sledovaných mikrobiálních skupin se projevila nejvyšší odezva na kontaminaci 
rizikovými prvky u volně žijících bakterií poutajících dusík (r. Azotobacter) a u oligotrofních bakterií a aktinomycet. Cd 
a Ni neměly na biochemické procesy významný vliv, zatímco Hg způsobila zmnožení určitých skupin mikroorganismů. 
Tyto výsledky přispívají к hodnocení zranitelnosti půd v návaznosti na studium změn mobility rizikových prvků po vstu­
pu simulované zátěže.

Klíčová slova: půdy; simulovaná zátěž; přírodní zátěž; odezvy; mikroorganismy; biochemické aktivity

ÚVOD

Mikroorganismy mohou sloužit к rychlému určení 
znečištění půd. Mají poměrně krátký životní cyklus, 
a proto rychle reagují na změny v životním prostředí 
(Pérez Garcia et al., 1993). Mikrobiologické parametry 
jsou tedy velmi užitečné pro monitorování životního 
prostředí, ale žádný z těchto parametrů nemůže být užit 
univerzálně. Měřené vlastnosti musí indikovat zne­

čištění, metoda musí být dostatečně robustní, aby ne­
vyvolávala nesprávné závěry, a měla by být validována. 
Mikrobiologické aktivity, jako jsou respirace, C a N 
mineralizace, biologická fixace dusíku a některé půdní 
enzymy, musí být měřeny zároveň s množstvím půdní 
mikrobiální biomasy. Poměrné hodnoty, jako např. 
specifická respirace půdy, jsou pak citlivými ukazateli 
znečištění životního prostředí, a mohou tak nahradit 
nákladné polní pokusy (Brookes, 1995).
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Těžké kovy jsou zabudovávány do různých vazeb 
v půdě, kde zůstávají dlouhou dobu. V závislosti na 
těchto vazbách působí na půdní mikroflóru, která je 
zodpovědná za esenciální nutriční cykly. Sledování 
interakce těžkých kovů a mikrobiálních procesů je tedy 
významnou metodou diagnostiky půdních zátěží. Vzhle­
dem к tomu, že mikroorganismy jsou ovlivňovány 
převážně lehce rozpustnými a výměnnými formami těž­
kých kovů, je nutno hledat vztah právě mezi takto stano­
venými speciemi, rizikovými prvky a biologickými 
procesy.

Valsecchi et al. (1996) zjistili úzce negativní vztah 
mezi poměrem C biomasy a organického C a těžkými 
kovy. Těžké kovy způsobují změnu v metabolickém cyk­
lu organického C a zhoršují rozděleni energie v mikro­
organismech. Za nejvýznamnější index považují spe­
cifickou respiraci (poměr produkce CO2 a C mikrobiální 
biomasy). Tato hodnota společně s poměrem C biomasy 
к organickému C se ukazuje jako signifikantní ukazatel 
stavu metabolismu půdní mikroflóry, jež je dostatečně 
stresována. Chander et al. (1991) zjistili, že tyto ukaza­
tele nejvíce ovlivňují Cu a Zn v koncentracích, jež 
převyšují hodnoty půdních limitů zemí EU alespoň dva- 
až čtyřikrát, zatímco Cd v takovéto koncentraci mikro­
flóru neovlivňuje. Rovněž Aoyama, Naguamo (1997a) 
zjistili, že rozklad rostlinných zbytků a mikrobiální 
biomasa jsou nej silněji inhibovány Cu a v menší míře 
Pb. Vliv As byl zanedbatelný. Přídavek rizikových 
prvků zvyšuje respiraci vztaženou na jednotku biomasy 
půdního C, přičemž specifická respirace biomasy vy­
kazuje vysoce zápornou exponenciální korelaci s množ­
stvím biomasy C. Aoyama, Naguamo (1997b) v další 
práci prokázali, že množství mikrobiální biomasy C a N, 
vyjádřené jako půdní organický C a celkový půdní N, 
jakož i aktivita hydrogenáz, korelovaly negativně 
s celkovým obsahem Cu a s obsahem Cu extrahované 
v 0,1М HC1 a O,1M CaCl2. Závislosti byly vyjádřeny 
jako logaritmická funkce. Korelační koeficient pro Cu 
extrahovanou v O,1M CaCl2 byl nejvyšší pro biomasu C 
a N a nejnižší pro aktivitu hydrogenáz. Půdní respirace, 
přepočtená na jednotku celkového obsahu C, nekore­
lovala s celkovým obsahem Cu, avšak korelovala s Cu 
extrahovatelnou O,1M CaCl2.

Enzymy mohou být též dobrými indikátory mikro­
biální aktivity ve vztahu к těžkým kovům, aleje důležité 
rozlišovat mezi extracelulárními a endocelulárními en­
zymy. Např. dehydrogenáza jako endocelulární enzym 
snižuje svou aktivitu působením těžkých kovů na rozdíl 
od fosfatázy, která působí i mimo žijící buňku. Půdní 
dehydrogenázová aktivita odráží veškeré oxidační 
aktivity půdní mikroflóry a její hodnota, vztažená na 
jednotku organického C, dobře koreluje s s vodoroz- 
pustnými a výměnnými formami rizikových prvků 
(Aoyama, Naguamo, 1996).

Těžké kovy však mohou mít i stimulující účinek. 
Dušek (1995) sledoval účinky Cd a zjistil, že v hod­
notách 10 mg Cd/kg půdy má pozitivní vliv na nitri­
fikaci. Vysvětluje to tím, že působením Cd jsou určité

druhy usmrceny a odolnější druhy mají z takovýchto 
mrtvých buněk lehce dostupné zdroje živin. Ke stejným 
výsledkům dospěli i Bielek, Matúšková (1998). Mali- 
szewska et al. (1985) při sledování vlivu Cu, Zn, As, Pb 
a Hg na bakterie, aktinomycety, mikromycety a dia- 
zotrofní bakterie zjistili pozitivní vliv HgCl2 ve velmi 
vysokých koncentracích (500 až 1000 mg Hg/kg půdy) 
na aktinomycety. Je to způsobeno zřejmě tím, že vysoká 
koncentrace určitého polutantu selektivně potlačí ně­
které skupiny, a tak dává možnost růstu určitým 
rezistentním druhům.

Zviagyntsev et al. (1997) sledovali účinky Pb na cel­
kový počet mikroorganismů, mikrobiální biomasu, počet 
bakterií ekologických a systémových skupin a dalších 
biochemických ukazatelů (Filip, 1994). Pro detekci zne­
čištění Pb se ukázaly nejcitlivější biochemické testy, a to 
produkce CO2, denitrifikačni aktivita, fixace N2, ureázo- 
vá a dehydrogenázová aktivita, a z mikrobiologických 
počtů volně žijící bakterie poutající dusík a oligotrofní 
bakterie.

Dar (1997) se zabýval studiem písčitých, hlinitých 
a jílovitých půd kontaminovaných olovem. Zjistil 
signifikantní relativní korelaci mezi Pb extrahovatelným 
DTPA a toxickými účinky Pb na mineralizaci u písčitých 
půd, zatímco u půd s vysokými sorpčními vlastnostmi je 
tento efekt zanedbatelný. Amonifikaci kontaminace Pb 
téměř neovlivňuje, zatímco nitrifikační bakterie jsou na 
kontaminaci citlivé.

Na základě těchto skutečností lze konstatovat, že pro 
studium vztahu těžkých kovů a půdních mikroorganismů 
jsou nejlepšími ukazateli C biomasy (stanovený fu- 
migaci dle ISO 14240-1) vztažený к organickému C, 
dále pak specifická respirace, stanovení dehydrogená- 
zové aktivity, mineralizace organického N a nitrifikace 
(ISO 14238) a jako doplňující hodnoty mohou být užity 
počty KTJ (kolonie tvořících jednotek) zejména oligo- 
trofních bakterií, aktinomycet a volně žijících bakterií 
poutajících dusík.

Příspěvek navazuje na předchozí práci (Němeček et 
al., 1998):
- do popředí se kladou vztahy mezi zátěží půd stopo­

vými prvky (vyjádřenou v konkrétní formě obsahy 
a mobilitami rizikových prvků, ze kterých je možno 
odvodit míru antropické a geogenní zátěže) a odez­
vami v zastoupení hlavních skupin mikroorganismů 
a v jejich biochemických aktivitách,

- výrazná pozornost se soustřeďuje na rozdílné odezvy 
mikroorganismů a jejich aktivit při simulované zátěži 
jednotlivých hlavních reprezentantů půd (bez regu­
lace pH a s úpravou půdní reakce na neutrální) a při 
přírodním zatížení těchto půd stopovými prvky,

- systematicky se zkoumá, do jaké míry jsou odezvy 
v zastoupení hlavních skupin mikroorganismů a jejich 
aktivitách na obsah a mobilitu rizikových stopových 
prvků závislé na půdních jednotkách (geneticko-sub- 
strátových) a na podmínkách, které dočasně způso­
bují výrazný posun rovnovážného stavu (regulace pH, 
hydrotermického režimu).
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Nesdílíme snahu udělat z mikrobiologických a bio­
chemických testů expeditivní metodu, indikující zatížení 
půdy v podobě obecných kritických hodnot zátěže půd. 
Takové obecné hodnoty nebyly nalezeny ani po úsilí 
německých půdních biologů, připravujících kritéria pro 
nový německý zákon o půdě (Bo.Sch.Ges. 1998/1999) 
na úrovni hodnot prevenčních, vyplývajících z principu 
obezřetnosti (Vorsorgewerte). Prosadil se názor, že kri­
tické hodnoty rizik zátěže půd musí být odvozeny speci­
fickými způsoby pro každou transferovou cestu (např. 
půda - rostlina) z hlediska zootoxicity a ovlivnění po­
travního řetězce a z hlediska fytotoxicity. Jde o to, ukázat 
na konkrétním experimentálním materiálu, jaká je míra 
ovlivnění mikrobiálních společenstev a jejich činností 
rizikovými stopovými prvky.

Nejzásadnějším problémem obtíží studia odezvy mikro­
organismů na zátěž půd stopovými prvky zůstává: 
- možnost srovnání zátěže různých půd pouze po simu­

lované zátěži čistých půd, která však neodpovídá vaz­
bám stopových prvků v půdě,

- obtížnost srovnatelnosti zátěže půd v terénních pod­
mínkách v důsledku specifiky půd, úprav půdních 
režimů, zátěží půd kombinací prvků a eventuálně 
i dalších kontaminantů (POP) a specifiky zátěže (an- 
tropické, geogenní).

MATERIÁL A METODY

Zkoumaný soubor půd zahrnuje jednak hlavní repre­
zentanty půd ČR, vyvinuté na substrátech pro ně typic­
kých, dále pak půdy různého typu zátěže stopovými 
prvky.

Pokusy se simulovanou zátěží byly provedeny na čer- 
nozemi modální (CEm Řepin), luvizemi kyselé (LUa 
Arnoltice), kambizemi dystrické (KAd Mikulov), 
kambizemi eutrofhí (KAe Malečov), kryptopodzolu mo- 
dálním (KPm Zhůří) a kambizemi arenické (KAr Kelské 
Vinice). Geogenní zátěže se vyskytují u uvedených kam­
bizemi:
- eutrofhí (svahoviny čedičů s vysokými obsahy Cr, Ni) 
- dystrické (svahoviny rul s vysokým obsahem As, Mn, 

Pb, Zn)
- arenické (s nízkým obsahem všech prvků)

Se simulovanou zátěží byly realizovány dva pokusy:

- bez úpravy pH při přidání 10 mg.kg 1 Cd a 500 mg. kg ' 
Zn к CEm, LUa, KPm a KAr a 150 mg.kg 1 Ni к KAe,

- bez úpravy pH a s úpravou pH na hodnotu 7 při 
podání 10 mg.kg"1 Cd, 500 mg.kg 1 Zn, 200 mg.kg 1 
Cu a 20 mg.kg 1 Hg к CEm, LUa, KAd, KAr a KPm.

Veškeré kovy pro simulaci byly dodávány ve formě 
chloridů.

Dále bylo provedeno srovnávací studium odezvy spo­
lečenstev mikroorganismů a jejich aktivity na zátěž půd

vzniklou v přírodních podmínkách (bez simulace, bez 
úpravy pH) u půd:
- s antropickou zátěží v Praze-Roztyly (Pb, Cu, Zn) 
- s antropogení zátěží Cd v severočeském regionu (kam- 

bizem modální Chlumec)
- s antropogenní zátěží Cd a s geogenní zátěží ze svaho- 

vin kyselých hornin
- As, Pb, Zn, Mn (kambizem dystrická KAd, Malečov) 
- Pb, Zn (kambizem modálni KAm, Brandov)

- s geogenní zátěží Ni a Cr (kambizem eutrofní ze sva- 
hovin čedičů, Malečov)

- s fluviální antropickou zátěží Cd, Zn, Pb, Cu (Cr, Mn, 
As) (fluvizemě Píšťany a Litávka)

Všechny půdy pro mikrobiologické a biochemické testy 
byly odebrány z Ap horizontu v měsíci dubnu. Směsné 
vzorky (pět samostatných odběrů z plochy 200 m2) byly 
preinkubovány po dobu čtyř týdnů při teplotě 25 °C při 
udržování vlhkosti na 60 % MKVK. Každý test byl 
založen ve třech opakováních a uváděné hodnoty jsou 
jejich průměrem. Nejistoty měření se pohybuji u mikro­
biologických testů v rozmezí 25 až 30 % a biochemic­
kých testů v rozmezí 20 až 25 %. Počty mikroorganismů 
byly stanoveny deskovými zřeďovacími metodami 
(Filip, 1994). Celkový počet bakterií (kolonie tvořících 
jednotek) byl určen na živném masopeptonovém agaru 
(ZA), oligotrofní bakterie na témže médiu lOOkrát zře­
děném, aktinomycety na glycín-glycerínovém agaru, 
mikromycety na Martinově agaru s bengálskou červení 
a streptomycinem a azotobakter (volně žijící bakterie 
poutající dusík) na Ashbyho agaru. C biomasy byl 
stanoven fúmigačně extrakční metodou (ISO 14240-2), 
produkce CO2 po 48h inkubaci titrační metodou (Stotzky, 
1965). Pro stanovení dehydrogenáz byla využita redukce 
2,3,5 triphenyltetrazoliumchloridu (TTC) na triphenyl- 
formazan (TPF). Nitrifikace, amonizace a mineralizace 
byly stanoveny po 30denní inkubaci (při 28 °C a udržo­
vání stálé vlhkosti) extrakcí IM KC1 (ISO 14238) a prů­
tokovou analýzou se spektrometrickou detekcí. Pro 
určení potenciální mineralizace byla ke vzorku přidána 
vojtěšková moučka v množství 0,25 g moučky na 10 g 
půdy, což odpovídá 500 mg organického N na 1 kg 
půdy. Potenciální mineralizace je definována jako rozdíl 
minerálního N na začátku a konci inkubace s přídavkem 
vojtěšky. Minerální N je vyjádřen jako suma amoniakál­
ního a dusičnanového N, neboť hodnota dusitanového N 
je zanedbatelná. Potenciální nitrifikace je v tabulkách 
označována jako rozdíl obsahu N-NO3 po 30denní 
inkubaci a hodnoty aktuální, tj. před inkubací. V tomto 
případě nebyl přidáván žádný zdroj organického N. 
Aktuální stav je v dalším textu označován jako bazální.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Mikrobiologické a biochemické testy s půdami konta­
minovanými v přírodních podmínkách, a to buď antro- 
pogenně či geogenně (tab. I), prokázaly rozdílnost
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I. Mikrobiologické a biochemické testy; půdy s přírodní antropogenní kontaminací (A) nebo geogenní zátěží (přepočteno na sušinu) - Microbio­
logical and biochemical tests; soil with the natural anthropogenic contamination (A) or geogenic loads (d.w.)

Mikrobiální testy4 (KTJ) Nitrifikace ' (mg.kg"')

t 1
'c Я

1

1 ř •c 7<u
её 19 я *

o 
E Z 
g.Ž

i*

c O
s s Z o 

и
*q ^2

£ 2 52
Во

Q Я
= Z •- Z 

až
§ Z 
až

1 Brandov KAm G,A 5,3 3,0 127 1,4 2,1 78 979 14 224 10,1 113 105 103

2 Chlumec KAm A 6,8 2,1 251 16,7 7,0 57 842 25 332 119 156 388 37,0

3 Mikulov KAd G,A 4,0 4,3 4 2,6 2,6 77 1085 4 226 7,7 1,9 16,5 -5,8

4 Píšťany FLm A 6,8 3,6 159 1,5 3,0 54 417 14 288 30,4 209 715 179

5 Roztyly AN A 6,1 4,4 88 9,9 15,6 156 2411 99 545 28,1 115 490 86,8

6 Malečov KAe G 5,3 2,0 29 0,7 4,0 45 255 5 109 14,1 77,4 319 63,4

7 Litávka FLm A 5,2 5,2 76 1,0 0,2 102 41 10 405 7,2 78,9 68,7 71,6

KTJ = počty jednotek tvořících kolonie - CPU = colony forming units
* 30denní inkubace - 30 days incubation

‘site, 2soil, “contamination, “microbial tests, “bacteria nutritive agar, “actinomycetes, 7micromycetes, “oligotrophic bacteria, “dehydrogenases, 
‘“microbial biomass C, “nitrification, “actual, “after incubation, “after mineralization, “nitrification potential

KAm = orthic (eutric) Cambisol
KAd = dystric Cambisol
FLm = orthic Fluvisol
KAe = eutrophic Cambisol

v počtech jednotek tvořících kolonie u sledovaných půd. 
Nejnižší počty plísní a azotobaktera byly zjištěny na 
silně kontaminované (Cd, Zn, Mn, Pb, Cu, As) fluvizemi 
(tab. II) na lokalitě Litávka. Tato lokalita se vyznačuje 
nízkou půdní aciditou, vysokým obsahem humusu nízké 
kvality, a především vysokou relativní mobilitou riziko­
vých prvků. Dále bylo zjištěno výrazné snížení bakterií 
na ŽA na kambizemi dystrické na lokalitě Mikulov 
s antropogenní zátěží Cd a s geogenní zátěží As a Zn. 
Tato půda se vyznačuje nejnižší hodnou pH z celého 
sledovaného souboru půd. Nejnižší počty oligotrofhích 
bakterií a aktinomycet a nízký počet bakterií na ŽA vy­
kazovala kambizem eutrofhí na lokalitě Malečov s geoge- 
ní zátěží Cr a Ni a nízkou hodnotou pH. U posledně 
jmenovaných půd byla zjištěna kombinace negativních 
odezev v aktivitě dehydrogenáz a v množství biomasy C. 
V ukazatelích chování N projevujících se nízkou bazální 
nitrifikací, nitrifikací po inkubaci, nízkou nitrifikací po 
mineralizaci a nízkou či dokonce zápornou potenciální 
nitrifikací se vykazuje fluvizem na lokalitě Litávka 
a kambizem dystrická na lokalitě Mikulov. Společným 
znakem těchto půd je zvýšený obsah mobilních specií 
Cd, Zn, Ni a Mn. Z údajů o ostatních půdách je zřejmé 
(tab. II), že geogenní zátěže samy o sobě se neprokazují 
svým vlivem na půdní mikroorganismy a jejich činnost, 
neboť jsou doprovázeny nízkou efektivní mobilitou 
stopových prvků. Ale ani výrazně zatížená fluvizem 
z Pišťan s neutrální půdní reakcí nevykazuje deprese ani 
v počtech, ani v činnosti půdních mikroorganismů. Přes 
podrobné informace o typu půd, výši zátěže, původu

zátěže a relativní mobilitě mobilních a potenciálně mo­
bilních specií je velice obtížné získané výsledky genera- 
lizovat.

Sledování různě zatížených půd z terénních odběrů 
naráží na podstatný problém srovnávacího vzorku neza­
tíženého, resp. s definovanou geogenní zátěží jedním 
prvkem. Obtížnost je dána nejen zátěží mnoha škodlivin 
(včetně organických), ale i vlastnostmi ovlivňujícími 
mobilitu stopových prvků.

Tyto poznatky vedly к návratu к testování simulované 
zátěže rozdílných půd (tab. III). Použití geneticky 
a substrátově odlišných půd ukázalo opět rozdíly v zastou­
pení mikroorganismů a v jejich činnosti, dané půdou.

Kontrolní nekontaminované vzorky ukazují v prvém 
pokusu rozdíly mezi půdami, zejména v KTJ bakterií na 
živném agaru a v počtu oligotrofhích bakterií, a to v sledu 
CEm a KAe > KPm > KAr > LUa. Bylo nalezeno vý­
znamné snížení počtu azotobaktera u luvizemě kyselé 
a extrémně vysoký obsah plísní u kryptopodzolu. O spe­
cifice v zastoupení určitých skupin mikroorganismů 
v půdě, tedy o jakémsi pozadí této charakteristiky, pub­
likoval údaje Mišustin (1983). Podle nich se od sebe liší 
i počty mikroorganismů a zastoupení některých druhů 
mezi půdami s odlišnými termickými režimy, kde jejich 
činnost je brzděna po větší část roku (kryosoly a kalci- 
soly). Výrazně se pak liší tyto ukazatele mezi půdami 
s rozdílným trofismem - např. mezi černozeměmi a pod­
zoly (resp. luvizeměmi). Významnější vliv zatížení 
stopovými prvky se v našem pokusu projevuje snížením 
počtu bakterií, aktinomycet a azotobaktera vlivem Zn u nej-
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II. Zatížení půd rizikovými prvky a jejich relativní mobilita - Soil loads by hazardous substances and their relative mobilities

Lokalita1 Půda2 pH c„ Specie3 Mn Cd Zn Ni Pb Cu Cr As

Mikulov KAd 4,0 4,3

TO

ED/TO

MC/TO

MN/TO

2170

20,4

1,57

1,00

1,26

43,0

3,43

6,10

241

13,9

0,64

0,63

42,9

32,0

1,20

0,71

119

44,24

0,06

0,08

47,7

40,8

0,20
0,52

57,2

0,38

0,02

0,03

1540

1,15

0,02

0,04

Brandov KAa 5,3 3,0

TO

ED/TO

MC/TO

MN/TO

655

24,6

1,90

0,26

0,69

35,4

1,84

3,86

219

10,4

0,14

0,39

18,5

4,14

0,28

0,11

191

60,7 

0,06

0,05

115

48,8 

0,31

0,65

44,5

0,46

0,02

0,02

50,4

3,09

0,10
0,08

Chlumec KAm 6,8 2,1

TO

ED/TO

MC/TO

MN/TO

691

43,7

0,67

0,35

0,67

60,4

1,06

1,49

146

32,5 

0,12

0,05

34,8

38,2

0,19

0,07

48,1

57,1

0,10

0,21

33,7

24,1

0,28

0,22

82,7

0,46

0,02

0,01

27,9

3,96

0,59

0,23

Malečov KAe 5,3 2,0

TO

ED/TO 

MOTO

MN/TO

1123

20,0

0,10

0,11

0,45
30,4

1,11
0,80

102

23,4 

0,05
0,02

48,6

20,7
0,12

0,05

30,1

38,8

0,17

0,33

27,3

21,5
0,22

0,21

214

0,22 

0,01

0,00

11,2
11,0

0,36

0,25

Píšťany FLm 6,8 3,6

TO

ED/TO

MOTO

MN/TO

1259

58,6

0,13

0,15

2,73

29,3 

0,91

1,71

604

67,0

0,08

0,09

42,5

54,0

0,20

0,05

109

89,3

0,13

0,09

94,2

67,9

0,42

0,72

546

0,75

0,01

0,01

25,4

20,5

0,22

0,47

Litávka FLm 5,2 5,2

TO

ED/TO

MC/TO

MN/TO

6187

22,5

1,87
1,96

47,4 

96,0

19,2 

15,2

5451

55,6

8,89

9,59

31,8
31,4

3,84

3,77

2340

81,6

0,03

0,08

114

75,0

0,16

0,12

74,3

0,69

0,01

0,01

447

77,8

0,03
0,01

poměrné hodnoty v % - ratio of values in %

TO = celkový obsah rizikových prvků - total content of hazardous elements (mg.kg-1) KAd = dystric Cambisol
ED = extrakt 0,025M Na2EDTA - extractable in 0.025M Na2EDTA KAa = acid Cambisol
MC = extrakt 0,0IM CaCl2 - extractable in 0.0IM CaCb KAm = orthic (eutric) Cambisol
MN = extrakt IM NH4NO3 - extractable in IM NH4NO3 KAe = eutrophic Cambisol
Co* = oxidovatelný C - oxidizable C (%) FLm = orthic Fluvisol

'site, 2soil, 3species

kyselejších ze sledovaných půd - luvizemě kyselé (loka­
lita Arnoltice). U této půdy vyvolává Zn rozmnožení 
plísní a oligotrofních bakterií.

Specifika půd se odráží rovněž ve výsledcích bio­
chemických testů (tab. III). Nej výrazněji je patrná v ovliv­
nění činnosti dehydrogenáz a potenciálu respirace po 
přidání vojtěšky. Uvedené testy indikují tento sled ubý­
vající aktivity půd: CEm > KPm, KAe > LUa, KAr. 
Respirace po přidání glukózy je potlačena u KAr a LUa 
z nedostatku N. Kontaminace Zn se projevuje obecně 
snížením činnosti dehydrogenáz a depresí respirace po 
přidání vojtěšky u všech půd. Jak Zn, tak i Cd vyvolaly 
depresi respirace po přidání glukózy u KAr.

Mezi zkoumanými půdami nalézáme rozdíly v režimu N 
(tab. III). Při minimálních rozdílech mezi aktuálními 
obsahy N-NH4 a obsahy N-NHj po inkubaci u všech půd 
je třeba interpretovat výrazné rozdíly v N-NOj jako vý­
sledky výrazné nitrifikace. Nejvyšší hodnoty bazální

i potenciální nitrifikace u KPm je možné vysvětlit 
optimalizací teplotního režimu u půdy při vysoké účasti 
mobilních organických látek.

U KAr a LUa dochází vlivem Zn к potlačení nitri­
fikace, jak je patrné ze zvýšených hodnot N-NH) a sní­
žení N-NO3 hodnot. Vysoké obsahy aktuálního N-NHj 
jsou u těchto půd vyvolány dlouhodobým narušením du­
síkatého cyklu přítomností Zn v půdách. Tyto poznatky 
potvrzují velice nízké, u KAr dokonce záporné hodnoty 
potenciální nitrifikace. Tab. Ill a IV svědčí o skuteč­
nosti, že Zn se uplatňuje v relaci jeho relativní mobility 
(lOOxMC/TO, MC - mobilní frakce v 0,01M CaCl2, 
TO - celkový obsah): KAr 61 %, LUa 57 %, KPm 10 %, 
CEm 0,8 %. Kontaminace Cd ovlivnila nevýrazně počet 
některých mikroorganismů u půdy s největší zrani­
telností, s nejvyšší relativní mobilitou 29 % (Lua).

Vliv Cd na režim N není ve srovnání se Zn tak vý­
razný, naopak jeho působení vyvolávalo u všech
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III. Mikrobiologické a biochemické testy; půdy se simulovanou zátěží Cd, Zn a Ni (pokus č. 1) - Microbiological and biochemical tests; soils with a simulated pollution with Cd, Zn and Ni (experiment No. 1)

Mikrobiální testy4 (KTJ) Biochemie’ Amonizace'3 
(mg N-NHÍ .kg“') и

Nitrifikace'" 
(mg N-NOj-kg-1)

E

E

£ Я
у S)
•с 
i-Is

E

12
0 «

Š
1 i “ 

5Í
2 Я 5

1
E

EZ„

UŽS
i

1 

.5

1 
.S 
E

'Slu 
lis

1 0 6,8 18 195 2 48 505 62 274 31,2 35,6 6,9 0,97 0,12 320 1293 25,9 37,2 1000 11,3
2 CEm Řepín Cd 22 167 6 46 285 51 276 29,4 30,4 1,36 0,25 58,6 1616 20,2 35,0 1580 14,9
3 Zn 21 30 3 33 395 39 243 26,3 30,3 0,99 0,12 526 1288 21,6 32,5 784 10,9

4 0 6,0 10 242 7 28 889 20 98 27,3 6,2 6,0 0,44 1,21 68,1 508 27,3 37,9 468 10,5
5 KAr Kelské Vinice Cd 9 207 5 19 116 21 68 26,3 3,9 0,98 0,98 59,1 644 25,1 36,8 611 11,7
6 Zn 8 137 7 25 846 5,5 53 16,5 3,1 11,7 15,4 555 531 12,0 4,8 0,6 -7,1

7 0 5,2 11 269 159 33 388 48 441 31,8 22,4 5,3 5,03 9,0 138 3216 457 1993 3540 1536
8 KPm Zhůři Cd 15 176 134 57 253 63 426 31,8 21,6 3,38 6,5 539 2489 430 2083 2383 1653
9 Zn 30 225 117 65 345 38 452 26,2 21,2 22 10,5 91,0 3138 356 2025 3425 1669

10 0 4,3 6 201 4 10 136 25 286 23,8 7,3 4,3 0,12 1,06 528 2415 52,7 77,0 1941 24,2
11 LUa Arnoltice Cd 2 103 3 4 151 24 233 22,9 7,5 1,93 0,97 520 2573 31,6 74,5 2087 42,9
12 Zn 1 87 5 28 23 11 244 12,2 7,2 15,4 15,6 978 1531 50,6 55,3 619 4,7

13

14
KAe Křemýž

0

Ni

6,2 12

28

499

398

8

10
31

51

355

317

35

28

767

820

32,2

30,2

33,7

35,5

6,2 1,31

1,28

0,39

0,67

460

307

2792

2813

286

311

1255

1369

2619

2819

969

1058

inkubace a mineralizace 30 dní-30 days of incubation and mineralization CEm = calcic Chernozem
KTJ = počty jednotek tvořících kolonie - CPU = colony forming units KAr = arenic Cambisol
* přídavek vojtěšky - addition of lucerne meal (mg.CQ». 100 g"'.h"‘) KPm = cambic Podzol
* * přídavek glukózy - addition of glucose (mg.CO2.lOO g-'.h"1) LUa = glossalbic Luvisol

KAe = eutrophic Cambisol

'soil, site, Contamination, 4microbiological tests, ’bacteria nutritive agar, 6actinomycetes, 7micromycetes, "oligotrophic bacteria, ’biochemistry, l0dehydrogenases, "microbial biomass C,‘Respiration, l3ammonization, 
"actual, ’’after incubation, l6after mineralization, "total mineralization, ‘"nitrification, ’’nitrification potential



IV. Obsahy a mobility rizikových prvků před a po simulované zátěži Cd (10 mg.kg *) a Zn (500 mg.kg *) - Contents and mobilities of hazardous 
elements before and after the simulated pollution with Cd (10 mg.kg"1), Zn (500 mg.kg"1)

Půda1 CEm KPm LUa KAr

0 +10 0 +10 0 + 10 0 +10

TO 0,33 13,04 0,43 12,96 0,31 12,85 0,29 11,22

Cd
ED 0,14 13,10 0,15 9,28 0,12 10,66 0,04 7,03

MC 0,001 0,044 0,004 0,563 0,034 3,710 0,090 1,00

ED/TO 42,4 100 34,9 71,6 38,7 82,9 13,8 62,6

MC/TO 0,30 0,34 0,93 4,3 11,0 28,9 31,0 8,91

0 +500 0 +500 0 +500 0 +500

TO 64 607 68 536 50 502 17 589

ED 15 327 4 347 4 482 3 293
Zn MC 0,14 2,63 0,25 54 1,28 258 0,68 179

ED/TO 23,4 53,9 5,9 64,7 8,0 96,0 17,6 49,7

MC/TO 0,22 0,80 0,37 10,1 2,6 56,8 4,0 61,1

'soil CEm = calcic Chernozem LUa = glossalbic Luvisol
KPm = cambic Podzol KAr = arenic Cambisol

sledovaných půd mírné zvýšení potenciální nitrifikace. 
Dušek (1995) tento jev vysvětluje nárůstem lehce pří­
stupných živin pro půdní mikroorganismy, které v půdě 
vznikly usmrcením senzitivních druhů vlivem Cd.

Ani kontaminace KAe ze svahovin čedičů se zvýše­
ným geogenním obsahem kolem 50 mg.kg"' Ni dávkou 
150 mg.kg"1 Ni v podobě rozpustné soli nevedla к de­
presi biologické činnosti půdy. Zvýšila rozpustnost Ni 
(100xMC/TO) z 0,24 % na 0,63 %. Svědčí to o vysoké 
odolnosti této půdy vůči Ni (o nízké zranitelnosti Ni).

Veškeré dosud uvedené případy potvrzují výsledky 
dřívější práce (Němeček et al., 1998), že Zn má výrazný 
vliv na mikroorganismy v pořadí zranitelnosti půdy 
tímto prvkem, určené vazbami Zn v jednotlivých půdách.

Druhý pokus se simulovanou zátěží byl rozšířen o va­
rianty kontaminované Cu a Hg, o variantu s úpravou půdní 
reakce na pH 7 a o kambizem dystrickou s geogenní zátěží.

Na základě výsledků druhého pokusu (tab. V) může­
me opět konstatovat specifické projevy půdních jed­
notek v počtu mikroorganismů. Podle počtu bakterií (na 
živném agaru) lze půdy seřadit takto: CEm > KAd, KPm 
> LUa > KPr. Nejcitlivěji reaguje azotobakter v pořadí: 
CEm, KAr, KAd, LUa a KPm. Oligotrofní bakterie 
vykazují toto pořadí četnosti podle pH: KAd > LUa > KPm
> KAr, CEm, aktinomycety ve sledu: KPm > CEm > 
KAr > KAd > LUa.

Vápnění nejvýrazněji ovlivňuje počty bakterií (živný 
agar) u kyselých a okyselených půd (LUa a KAd). 
Následují KPm a KAr. Počty (KTJ) oligotrofních bak­
terií jsou maximálně ovlivněny (stoupání obsahu) u KAd 
a LUa, zřejmě mobilizací mobilních organických látek. 
Počty aktinomycet rovněž maximálně stoupají po vápně­
ní u kyselých půd (LUa, KPm a Kad).

Na přidání stopových prvků reagují v tomto pokusu 
stresem půdní organismy, hlavně po přidání Cu a Zn u LUa 
a KAr, po přidání Zn i CEm. К tomuto efektu nedochází

u KAd a KPm, vyznačujících se výraznějším poutáním 
Zn i Cu do pevnějších vazeb. U vápněných variant je 
tento stres do značné míry potlačen u LUa. U KAd 
a KPm se objevuje deprese po aplikaci Cd, která zřejmě 
souvisí s vytěsněním Cd ze sorpčního komplexu. Za­
jímavé je výrazné zvýšení počtu KTJ u všech sledo­
vaných mikrobiálních skupin po aplikaci HgCl2, což je 
v naprosté shodě s poznatky, které získali Maliszewska 
et al. (1985). Je to zřejmě způsobeno selektivním po­
tlačením určitých druhů, což umožňuje růst jiných 
rezistentních druhů. Nejvýraznější je toto zvýšení u oli- 
gotrofhích bakterií u KAd a KPm u bakterií na ZA a azo- 
tobaktera u LUa.

Činnost dehydrogenáz a biomasa C (tab. VI) jsou di­
ferencovány takto: KPd, KPm > CEm > LUa > KAr. 
Potenciální respirace sleduje pořadí: CEm > KAd, KPm 
> LUa > KAr. Nejnižší hodnoty vykazují LUa a KAr. 
V bilanci přeměn N se mezi půdami vyznačuje CEm 
omezenou bazální mineralizací následovanou nitrifikací 
a vysokou potenciální mineralizací, následovanou vyso­
kou nitrifikací. Je to důsledek systému s příznivou půdní 
reakcí, biologickou činností a vysokou stabilitou orga­
nických látek. U LUa a KAd zjišťujeme výraznou bazál­
ní mineralizací při omezení nitrifikace, zejména poten­
ciální. KPm je charakterizována omezenou mineralizací, 
ale vysokou potenciální nitrifikací. KAr se vyznačuje 
nízkou mineralizací a nitrifikací. Nejnázorněji je vliv 
jednotlivých rizikových prvků na režim N vyjádřen 
podílem (%) N-NHJ v potenciální mineralizací N po 
přidání vojtěšky (tab. VII). Tento podíl, odrážející do 
značné míry inhibici nitrifikace, závisí obecně na pH 
(nezatížená půda, zátěž Cd). U Cu a Hg je tento vztah 
modifikován mezi LUa a KAd vzhledem к možnosti vy­
tvoření pevnějších vazeb těchto prvků u KAd. U Zn se 
ve schopnosti inhibovat nitrifikaci přidává vedle pH ab­
sence koloidů a na přední místo se dostává (spolu s KAd
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V. Mikrobiologické testy půd se simulovanou kontaminací Cd, Zn, Cu, Hg (KTJ) - Microbiological tests of soils with simulated pollution with Cd, Zn, Cu, Hg (CFU)

Půda1 Kontaminace2

Bez úpravy3 pH Po úpravě9 pH (7,0)

bakterie4
Azotobacter 

103
aktinomycety7 

10*
plísně 

105

bakterie
Azotobacter 

103
actinomycety 

105
plísně 

105živný agar5 
105

oligotrofní6 
105

živný agar 
105

oligotrofní 
10s

0 195 92 92 70 54 195 92 92 70 54
Cd НО 100 80 80 58 110 100 80 80 58

Repin Zn 50 47 71 38 10 50 47 71 38 10
pH =6,8 Си 240 121 75 131 82 240 121 75 131 82

Hg 260 101 146 184 133 260 101 146 184 33

0 65 225 14 25 100 420 455 64 850 58

LUa Cd 45 240 10 55 62 750 775 10 55 62

Arnoltice Zn 30 700 2 20 115 490 1410 2 20 115
pH = 4,3 Cu 35 475 4 100 55 275 1600 4 100 55

Hg 320 410 129 255 106 670 620 129 255 106

0 135 300 25 50 129 220 3750 40 113 111

KAd Cd 100 200 61 55 119 200 6950 50 73 119

Mikulov Zn 100 150 14 63 109 140 4050 14 63 109
pH =4,0 Cu 160 300 15 66 109 170 3650 15 66 109

Hg 80 1100 150 96 86 150 1450 150 96 86

0 135 115 15 108 28 101 84 17 108 33

KPm Cd 66 128 7 90 22 112 102 25 130 26

Zhůří Zn 185 216 7 145 32 100 212 31 166 23
pH =5,2 Cu 61 . 219 11 117 26 130 173 23 111 27

Hg 452 1065 34 102 25 790 1375 54 227 38

0 50 86 40 65 58 74 81 50 90 59

К Ar Cd 58 56 43 37 36 70 75 57 70 40 i

Kelské Vinice Zn 30 21 7 17 29 53 72 34 49 52
pH =6,0 Cu 16 27 7 5 29 31 33 11 18 59

Hg 136 153 88 153 30 226 234 87 188 37

KTJ = počty jednotek tvořících kolonie - CFU = colony forming units
‘soil, Contamination,3without regulation, 4bacteria, 5nutritive agar, 6oligotrophic, 7actinomycetes, “micromycetes, 9after regulation

CEm = calcic Chernozem 
LUa = glossalbic Luvisol 
KAd = dystric Cambisol 
KPm = cambic Podzol 
KAr = arenic Cambisol
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VI. Biochemické testy půd se simulovanou kontaminací Cd, Zn, Cu, Hg (přepočteno na sušinu) - Biochemical tests of soils with simulated contamination with Cd, Zn, Cu, Hg (in d.w.)

Bez úpravy3 pH Po úpravě10 pH

-y T~' 1 N 1 8 7*' N 1

Půda' Kontaminace2

Is

-U p

« Л

Spbß 
" §

56
^ 60
8.E

о
5 f

m ^
Z oo
Ž 6

1

Í E О 
Z ад 
ž S

О 
Z ьо 
ž S

E

z ° 1

^ >

с ьоÖ LZ

5 60
-S E

^ 'bß 
" О 
.13 
ё ад 
О

E м
5 ад 
О S

1
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Z bß
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В
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O
Z ад
ŽS

E

o -*
Z Oß
ŽS

E 
Ц 

1
2 8 
^ >

0 48 21 238 0,20 2,37 220 938 0,3 48 21 238 938 0,20 2,37 220 0,3
CEm Cd 56 25 138 0,81 2,63 267 697 0,4 56 25 138 697 0,81 2,63 267 0,4
Repin Zn 36 11 115 0,69 18,9 239 610 3,0 36 10 115 610 0,69 19 239 3,0
pH =6,8 Си 36 14 238 1,31 1,55 263 619 0,3 36 14 238 619 1,31 1,6 263 0,3

Hg 30 19 84 0,17 0,89 289 527 0,2 30 19 84 527 0,17 0,89 289 0,2
0 19 9 132 64 169 243 217 44 33 7,1 - 241 3,2 0,55 298 0,2

LUa Cd 21 9 158 58 144 180 221 39 51 7,6 — 212 2,4 0,7 307 0,3
Arnoltice Zn 14 10 144 97 146 87 60 71 21 8,5 — 139 3,7 82,1 239 37,1
pH =4,3 Cu 9 8 148 94 307 87 104 75 19 8,2 — 172 1,3 8,1 241 4,5

Hg 14 8 140 97 268 83 110 71 41 8,2 - 131 65 90 150 40,8
0 67 16 314 46 271 222 216 56 167 19,2 - 627 4,7 1,9 339 0,3

KAd Cd 59 15 302 40 263 263 264 50 146 17,0 — 634 5,2 2,3 341 0,4
Mikulov Zn 35 15 341 107 658 63 180 78 142 16,3 — 250 4,4 95 289 27,5
pH =4,0 Cu 23 14 262 98 494 143 209 70 93 14,4 — 211 9,3 87 293 29,3

Hg 42 15 206 89 296 172 224 57 156 16,0 — 270 4,5 3,8 320 1,4
0 48 15 302 3,8 152 657 678 18 62 15,6 - 746 4,7 6,6 700 0,9

KPm Cd 49 14 182 4,1 178 659 654 21 90 18,3 — 777 5,4 3,3 659 0,4
Zhůří Zn 43 16 175 103 259 478 483 35 59 17,2 — 812 6,6 8,7 667 1,1
pH =5,2 Cu 27 15 246 7,4 295 800 579 34 26 16,3 — 691 6,1 5,9 746 0,8

Hg 31 19 270 102 210 563 534 28 53 21,8 — 662 8,4 19,8 700 2,9
0 14 2,3 70 0,04 3,7 254 202 1,8 12 3,7 - 107 0,04 4,6 235 4,1

KAr Cd 11 3,0 74 0,04 3,7 272 152 2,4 11 3,7 — 158 0,56 2,3 226 1,4
Kelské Vinice Zn 2 1,6 53 86 71 57 22 76,1 7 1,6 - 81 83 13 85 13,8
pH =6,0 Cu 8 1,6 48 1,3 4,3 246 81 5,0 8 1,8 - 133 0,19 2,8 278 2,1

Hg 11 3,0 40 0,6 4,0 407 57 6,5 10 3,4 - 49 0,04 4,1 367 7,8

inkubace a mineralizace 30 dní - incubation and mineralization 30 days 'soil, Contamination,3without regulation, 4dehydrogenases, potential respiration, 6microbial biomass C,
mineralizace - přídavek vojtěšky - mineralization - lucerne addition 7after incubation, 8after mineralization, 9in the total mineralization, l0after pH regulation

CEm = calcic Chernozem 
LUa = glossalbic Luvisol 
KAd = dystric Cambisol 
KPm = cambic Podzol 
К Ar = arenic Cambisol



VIL Vliv rizikových prvků na podíl (%) N-NH4 v hodnotách potenciální mineralizace po přidání vojtěšky - Influence of hazardous elements on 
the % ratio of N-NH4 in values of the potential mineralization after the addition of the lucerne meal

Půda* Lokalita2 pH
Simulovaná zátěž stopovými prvky3

0 Cd Zn Cu Hg

CEm Repin 6.8 0,3 0,4 3,0 0,2 1,8

KAr Kelské Vinice 6,0 1,8 2,4 76,1 5,0 6,5

KPm Zhůří 5,2 18,3 21,4 34,9 33,7 28,2

LUa Arnoltice 4,3 43,7 39,5 70,9 74,7 70,9

KAd Mikulov 4,0 55,7 49,8 78,5 70,3 56,9

rozdíl sumy N-NH4 + N-NO3 na konci a začátku 30denní inkubace - difference of the sum N-МШ + N-NO3 at the beginning and at the end of 
the 30 days incubation

‘soil, 2site, Simulated pollution with trace elements

CEm = calcic Chernozem 
KAr = arenic Cambisol

KPm = cambic Podzol
LUa = glossalbic Luvisol

KAd = dystric Cambisol

a LUa) lehká půda (KAr) před kyselejší KPm s výraz­
ným zastoupením volných oxidů Fe. Černozem před­
stavuje stabilní systém, který pufruje dokonale zátěže 
rizikových prvků.

Ovlivnění biochemických aktivit vápněním se proje­
vuje nej významněji zvýšením aktivity dehydrogenáz, 
zejména u KAd, v menší míře u KPm a LUa. Potenciální 
respirace není podstatně ovlivněna.

Simulovaná kontaminace Zn, Cu a většinou i Hg se pro­
jevuje vlivem na biochemické aktivity zejména na aktivitu 
hydrogenáz (obr. 1). Činnost dehydrogenáz potlačuje 
hlavně přídavek Zn a Cu, méně přídavek Hg. Odezva na 
Cd je nevýznamná. Vápnění tento efekt zmirňuje.

Významně jsou stopovými prvky ovlivněny transfor­
mační procesy N, a to především nitrifikace. Nejvý­
razněji se potlačení bazální i potenciální nitrifikace 
projevuje u nejkyselejších půd (LUa a Kad). Ke stresu 
přispívá zejména Zn, Cu a Hg, ale i Cd. Stres je potlačen 
vápněním. U KPm vyvolal přídavek Zn a Hg snížení 
bazální a potenciální nitrifikace, přídavek Cu pouze 
potenciální nitrifikace. Deprese je vyrovnána vápněním. 
KAr je charakterizována pouze depresí bazální a po­
tenciální nitrifikace vlivem Zn. U ČMm se slabý stres 
projevuje pouze v potenciální nitrifikaci po přidání Zn. 
Tyto efekty souhlasí především s pH.

1. Vliv přídavku rizikových prvků na aktivitu dehydrogenáz - Influence of the simulated pollution of trace elements on the activity of dehydro­
genases

414 ROSTLINNÁ VÝROBA, 46, 2000 (9): 405-415
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Česká potravinová legislativa

Soubor české potravinové legislativy ve zněni změnových právních předpisů 
s případnými komentáři, průběžně aktualizovaný v závislosti na vydávání novel 

nebo nových předpisů, soustředěný v jednom svazku (jako veškerá relevantní 
legislativa) včetně souvisejících zákonů a prováděcích vyhlášek i s jejich změnami.

Materiál je vydáván formou volných listů formátu A5, které se zakládají do pořadače 
a v případě změn se vyměňují příslušné listy.

První část obsahuje konsolidované znění tří následujících prováděcích vyhlášek 
к zákonu o potravinách, jejichž novely byly vydány v březnu 2000:

220/1998 o posuzování shody - s komentářem
326/1997 o zmrazených potravinách
335/1997 o nealkoholických a alkoholických nápojích

Druhá část obsahuje 6 komoditních vyhlášek novelizovaných v dubnu 2000: 
327/1997 o mase, rybách, vejcích a výrobcích z nich 
328/1997 o mléce a výrobcích 
330/1997 o kávě a čaji
332/1997 o ovoci, zelenině, bramborách a houbách a výrobcích z nich 
333/1997 o mlýnských, pekařských a cukrářských výrobcích a těstovinách 
334/1997 o cukru, medu, cukrovinkách, kakau a čokoládě

Ve třetí části se předpokládá konsolidované znění zákona 110/1997 Sb., jehož novela 
se v nejbližší době očekává, v dalších doplňcích budou zpracovány komentáře, ostatní 
již dříve novelizované potravinové předpisy a předpisy s potravinami související a před­
pisy, které budou postupně novelizovány.

Cena první části v rozsahu 90 stran 130 Kč
Cena druhé části v rozsahu 190 stran 180 Kč ■
Cena pořadače (není podmínkou objednávky) 85 Kč

Materiál je možné si objednat na adrese:

Ustav zemědělských a potravinářských informací 
Slezská 7, 120 56 Praha 2 
kontaktní osoba: Ing. Suková
tel.: 02/24 25 79 39 1. 223, fax: 02/22 51 40 03 
e-mail: vyziva@uzpi.cz
http://www.uzpi.cz

mailto:vyziva@uzpi.cz
http://www.uzpi.cz


RESPONSES OF MYCOFLORA AND SORGHUM TO PRE-PLANTING
SOIL INCORPORATION WITH LINURON HERBICIDE

REAKCE MYKOFLÓRY A ČIROKU NA PŘEDSEŤOVÉ OŠETŘENÍ PŮDY
HERBICIDEM LINURONEM

H. A. H. Hasan, M. A. Abdel-Sater

Faculty of Science, Assiut University, Egypt

ABSTRACT: The responses of soil fungi and sorghum to pre-planting soil treatment with three doses, 2, 10 and 20 kg 
a.i./ha, of linuron were studied. The mycoflora was promoted after 1 week of soil treatment, but it was suppressed after 
long periods especially with the highest dose. Linuron had promotion effect on shoot length and viability of sorghum at 
zero and long time of soil treatment. Metabolic responses of three common soil-borne fungi to liquid medium treatment 
with four concentrations, 10, 30, 70 and 100 ppm a.i., of linuron were studied. Mycelial growth, nitrate consumption, 
extracellular protein and cellulase activity of Aspergillus flavus, Emericella nidulans and Nectria haematococca were 
promoted by the lower doses and inhibited at the highest one. Ammonia was accumulated in the external medium of all 
tested fungi at the higher concentrations. E. nidulans represents the best degrading fungus to linuron in liquid medium 
and in soil.

Keywords: soil mycoflora; sorghum; linuron; pre-planting treatment

ABSTRAKT: Sledovali jsme reakci hub v půdě a čiroku na předseťové ošetření půdy třemi dávkami linuronu (2, 10 a 20 kg 
ú. l./ha). První týden po ošetření byla půdní mykoflóra stimulována, po delším období, zejména u nejvyšší dávky, byla 
potlačena. Linuron měl stimulační účinek na délku výhonů a životaschopnost čiroku na počátku a po delší době ošetření 
půdy. Dále jsme sledovali metabolické reakce tří běžných půdních hub v tekutém živném prostředí ve čtyřech koncen­
tracích (10, 30, 70 a 100 ppm ú. 1.) Nižší dávky stimulovaly u Aspergillus flavus, Emericella nidulans a Nectria haema­
tococca růst mycelia, spotřebu dusičnanů, mimobuněčné bílkoviny a aktivitu celulázy, zatímco nejvyšší dávka tyto 
parametry inhibovala. Amoniak se při vyšších koncentracích akumuloval ve vnějším prostředí všech testovaných hub. 
E. nidulans je houbou nejlépe odbourávající linuron v tekutém médiu i v půdě.

Klíčová slova: půdní mykoflóra; čirok; linuron; předseťové ošetření

INTRODUCTION

Herbicides are chemicals introduced into the soil 
through pre-sowing, pre-emergence and post-emergence 
treatments. They may alter the soil flora and may even 
affect the other microbial processes adversely or other­
wise (Deshmukh, Shrikhande, 1974).

Linuron, 3-(3-4-dichlorophenyl)-1 -methoxy-1 -methyl 
urea, is used as a pre-planting and pre-emergence herbi­
cide against annual gramineous and dicotyledonous 
weeds at a rate of 4 kg of the formulation (2 kg a.i.) per 
hectare (Gruzdyev et al., 1983). It significantly reduced 
cotton wilt incited by Fusarium oxysporum f. sp. vas- 
infectum and inhibited the activity of Rhizoctonia solani 
and Sclerotinia sclerotiorum in soil (El-Khadem, 
Papavizas, 1984; Radke, Grau, 1986).

Very little attention has been devoted to the problem 
of physiological effects of linuron on specific crops and 
soil-borne fungi. Thus, the aim of this work was to in­

vestigate the physiological and ecological responses of 
soil fungi and sorghum, to pre-planting soil treatment 
with different levels of linuron. Also, the effect of li­
nuron on metabolic activities of three common soil fungi 
in liquid medium and their ability to degrade it in soil 
were studied.

MATERIAL AND METHODS

The soil was collected from the Botanical Garden at 
Assiut University and transferred to the laboratory. Soil 
samples were placed in polyethylene bags and thor­
oughly mixed with three doses of linuron (2, 10 and 
20 kg a.i./ha). The water content of the soil was adjusted 
to 25% of its water holding capacity. Treatments were 
set up in duplicates and incubated at 28 °C for 10 weeks. 
Water lost through evaporation was compensated 
weekly.
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Determination of soil mycoflora: After 1, 3, 5, 7 and 
10 week intervals, soil samples were taken for assaying 
the soil fungi by the dilution-plate method of Johnson, 
Curl (1972). Modified-Czapek’s agar medium in which 
3% sucrose was substituted with 1% glucose was used.

Germination of grains: Sorghum grains were planted 
in plastic pots, at zero time and 10 weeks of soil treat­
ment. The pots were irrigated with tap water enough to 
keep the water content in soil at 60% of the holding ca­
pacity. The pots were incubated in dark at 28 °C for 
6 days. The length of shoot system and percentage of ger­
mination were assayed for each treatment. The method 
described by Nelson (1944) and modified by Naguib 
(1965) was used for determination of water-soluble re­
ducing sugars.

Metabolic activity of common soil fungi: Three spe­
cies commonly isolated in the current work (A flavus, 
E. nidulans and N. haematococca) were used to study 
the effect of linuron on their activities. 25 ml of cellulose- 
Czapek’s liquid medium (g/1: carboxymethyl cellulose, 
10; KNO3, 4; KH2PO4, 1; KC1, 0.5; MgSO4.7H2O, 0.5) 
were dispensed in 100 ml Erlenmeyer conical flask. Af­
ter autoclaving, linuron was added to give final concen­
trations of 10, 30, 70 and 100 ppm a.i. A concentration 
of 10 ppm is equivalent to the recommended dose of 
2 kg/ha. Flasks were inoculated with 1 ml of spore sus­
pension from 7-day old cultures of tested fungi and incu­
bated as submerged cultures on a rotatory shaker 
(150 r.p.m.) at 28 °C for 7 days. Mycelium was collected 
on Whatman filter paper No. 1, washed with distilled 
water, dried at 80 °C for 24 h and used for estimation of 
mycelial dry weight. Culture filtrate was made up to 
a known volume with distilled water and assayed for cel­
lulase activity, extracellular protein, ammonia and ni­
trate-nitrogen.

Estimation of nitrate-N: Nitrate was determined using 
sodium salicylate method modified by Muller, Wide- 
mann (1955).

Estimation of ammonia: Nessler’s reagent-tetraiodo- 
mercuriate from which a yellow-orange complex of 
oxidimercurammonium iodide is obtained (Baruah, Bar­
thakur, 1997). The intensity of the coloured complex 
was measured on a spectrophotometer at a wavelength 
of 410 nm.

Estimation of extracellular protein: Protein was deter­
mined according to the method described by Lowry et al. 
(1951).

Estimation of cellulase activity: Endo-ß-l,4-glucanase 
(Cx enzyme) activity was assayed according to the method 
described by Nelson (1944) and modified by Naguib 
(1965).

Biodegradation of linuron in soil: A. flavus, E. nidu­
lans and N. haematococca were cultured in Petri-dishes 
for 2 weeks on Czapek’s agar medium in the presence of 
10 ppm linuron for fungal adaptation. The adapted cul­
tures were used for linuron degradation in soil. The soil 
was air-dried, passed through a 4mm sieve and each of 
100 g of nonsterile soil was packed in polyethylene

bags. The soil was then re-moistened to 20%, to permit 
good aeration, with sterile distilled water. The following 
variants were set up in triplicate: soil + linuron (control), 
soil + linuron + inoculum (test). Linuron was added at 
10, 30 and 100 mg a.i./kg soil. The bags were incubated 
at 25 °C for 1 week. The available ammonia was extracted 
with 0.2N Na2SO4 and determined using Nessler’s reagent- 
tetraiodomercuriate. The NH3 produced by the fungi in 
test was compared to the NH3 produced in the control.

Statistical analysis of the results: Triplicate data of each 
experiment were analyzed by one way analysis of vari­
ance (PC-state computer program).

RESULTS AND DISCUSSION

The selective effect of linuron on soil-borne fungi 
was investigated at three doses (2, 10 and 20 kg a.i./ha), 
the lowest one was the recommended dose by the pro­
ducing company. Linuron induced promotive effect on 
the total count and counts of Aspergillus flavus, A. niger, 
A. terreus, Emericella nidulans, Humicola grisea and 
Nectria haematococca after 1 week of soil treatment 
(Tab. I). By proceeding the incubation period, the herbi­
cide exerted promotive effect on: A. fumigatus at me­
dium dose after 3 weeks, H. grisea at low and medium 
doses after 5 weeks and N. haematococca at high dose 
after 7 weeks, but inhibited the soil mycoflora after 3, 5, 
7 and 10 weeks especially by the highest dose. Previ­
ously, Heinonen-Tanski et al. (1986) reported that, 
linuron increased the total number of microorganisms in 
soil. But recently, Leach et al. (1991) have suggested 
that soil application of the linuron selectively inhibited 
soil microflora.

The results in Tab. II show the effect of pre-planting 
soil treatment with linuron on shoot length, germination 
percentage as well as the reducing sugars of sorghum at 
zero time and after 10 weeks of soil treatment. Shoot 
length was significantly increased by linuron at zero 
time and 10 weeks of treatment. Also, the reducing sugars 
of germinated sorghum seeds increased at zero and long 
time of soil treatment (Tab. II). However, percentage of 
germination was decreased by all doses at zero time and 
by 20 kg a.i. after 10 weeks of treatment. Thus, the viabi­
lity of sorghum increased by increasing treatment dose 
of linuron at zero time. But after 10 weeks of soil treat­
ment, this promotion gradually decreased. This may in­
dicate the degradation of linuron and consumption of 
urea by mycoflora after this time of incorporation. 
Linuron (10 ppm equivalent 2 kg/ha) was degraded 
through 1 week in soil especially by A. flavus, E. nidu­
lans and TV. haematococca (Fig. 1). This degradation 
was achieved by measuring the ammonia liberated.

Effect of different concentrations of linuron on meta­
bolic activities of three common fungi (A. flavus, E. ni­
dulans and N. haematococca) in liquid was shown 
in Tab. III. The mycelial growth was promoted by 10 
and 30 ppm a.i. in both A. flavus and N. haematococca.
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I. Counts (colony forming units per mg dry soil) of common fungal genera and species after different periods of soil treatment with three doses of linuron herbicide

Weeks after treatment

Fungal genera 
and species

1 3 5 7 10

C L M H c L M H C L M H C L M H C L M H

Total count 18.6 23.4* 26.4* 34.6* 59.2 34.8* 29.4* 23.4* 55.8 32.4* 24.0* 13.2* 48.6 43.8 38.2* 34.0* 53.4 28.8* 22.6* 17.4*

Aspergillus 10.2 13.2 12.6 14.8 24.6 21.6 18.6* 12.0* 47.4 15.6* 8.4* 6.6* 36.6 28.0* 26.4* 19.6* 36.6 21.6* 16.2* 13.2*

A.jlavus Link 0.6 1.2 1.8* 2.2* 3.6 2.4 4.2 1.8* 3.8 5.4 2.4 1.2* 18.6 9.6* 9.2* 8.2* 12.0 4.2* 1.8* 1.2*
A. jumigatus Fresenius 6.6 5.4 4.2* 3.0* 3.8 2.4 7.2* 3.6 10.0 4.2* 1.2* 1.8* 3.0 3.4 4.2 0.0* 4.2 1.2 8.4 4.8
A. niger V. Tiegh. 0.6 0.6 0.6 1.8* 6.6 8.4 5.4 4.2 6.0 1.8* 1.8* 1.8* 4.8 4.2 4.2 0.0* 4.8 5.4 1.2* 1.8*

A. tamarii Kita - - - - - - - - - - - - - - - - 8.4 6.6 3.6* 1.2*
A. terreus Thom 2.4 6.0* 6.0* 7.8* 10.0 8.4 1.2* 2.4* 27.0 3.0* 2.4* 1.2* 10.2 10.8 7.6 11.4 7.2 3.6* 1.2* 4.2*

Eme rice Ha 4.2 3.0 3.6 4.8 5.4 6.0 3.6* 0.6* 3.0 4.2 3.6 1.2* 1.2 1.2 1.2 1.2 6.6 4.2 1.6* 2.4*
E. nidulans (Eidam)
Vuillemin

3.6 1.8 3.0 4.8* 5.4 5.4 3.6* 0.6* 1.2 2.4 2.0 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 4.2 1.8* 0.6* 1.2*

Hu mi co la grisea Traaen 1.2 4.2* 3.6* 3.6* 10.8 4.3* 3.0* 3.6* 1.8 6.0* 8.4* 1.2 3.0 1.2* 1.0* 0.6* 0.6 0.6 0.0 0.0

Nectria haematococca 
Berk. & Brown

1.8 0.6 3.6* 4.8* 7.8 1.2* 0.6* 1.8* 1.8 3.0 1.8 3.0 1.8 2.4 3.0 7.2* 3.0 1.8 2.4 1.2*

Penicillium - - - - - - - - 1.8 1.2 1.2 0.6* 9.0 9.2 2.4* 3.6* - - - -

P. chrysogenum Thom - - - - - - - - 1.8 1.2 1.2 0.6* 7.2 8.6 1.2* 1.2* - - - -

C = control, L = low dose (2 kg/ha), M = medium dose (10 kg/ha), H = high dose (20 kg/ha); asterisked values mean significant difference from the control



II. Effect of pre-planting soil treatment with different levels of linuron on shoot length, germination percentage and reducing sugar of sorghum

Periods after soil 
treatment

Doses 
(kg a.i./ha)

Shoot length 
(cm)

Percentage 
of germination

Vigour index Reducing sugars 
(mg/g dry seed)

0 5.3 100 530.0 66

Zero time 2 7.4* 82 606.8* 77*

10 7.5* 84 630.0* 75

20 7.8* 85 663.0* 81*

0 4.3 70 301.0 33

10 weeks 2 5.9* 80 472.0* 43*

10 4.7* 75 352.5* 40*

20 4.7* 65 305.5* 33

* significant difference compared to the control

1. Production of ammonia by fungal species after 1 week of soil treat­
ment with linuron at 25 °C

о Control e A. flavus ía E. niduians *N. haematococca i
4 r:z:.iLz:zz—"^^^^^^^ ...

10 30 wo

Linuron added to soil (ppm a. L)

The higher doses (70 and 100 ppm) induced suppressive 
effect on the three organisms. The consumed nitrate and 
extracellular protein were also increased with the lower 
doses but decreased by increasing of linuron concentra­
tion. Ammonia exerted in the medium due to linuron 
degradation or nitrate reduction show significantly in­
crease by the higher doses especially with E. niduians. 
Previously, Naguib et al. (1982) noticed that the large 
amount of ammonia nitrogen in patoran media is an indi­
cation of failure to incorporate it into organic nitrogen 
and/or degradation of the mycelial organic nitrogen con­
stituents to simple ammonia.

Linuron increased cellulase activity at 10 ppm in E. ni­
duians and N. haematococca and 30 ppm in A. flavus.

This indicates the improvement effect of linuron to the 
soil fertility through hydrolytic process of plant residue. 
But strongly decreased their synthesis or activity in all 
tested fungi at 70 and 100 ppm a.i. This result agrees with 
the finding of Ramanujam et al. (1978) who found that 
phenyl carbamates strongly decreased cellulose degrada­
tion by Trichodernta viride, whereas this was corre­
sponding with an inhibition of the enzyme synthesis.

A. flavus, E. niduians and N. haematococca were 
adapted under laboratory conditions in the presence of 
linuron. The 10 ppm of linuron (contains 2.4 ppm urea) 
were completely degraded by the fungal species after 
1 week of soil treatment (Fig. 1). Increasing concentra­
tion of linuron in soil retarded the fungal growth and this
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III. Effect of different concentrations of linuron on mycelial growth, nitrogen metabolism and cellulase activity of three fungal species in liquid 
medium

Fungal species Doses 
(ppm a.i.)

Mycelial dry weight 
(mg/25 ml)

Nitrogen metabolism

Cellulase activity 
0igglucose/ml)

nitrate 
consumed 
(mg/25 ml)

ammonia 
produced 

(Mg/25 ml)

extracellular 
protein 

(mg/25 ml)

0 126 65.9 14 3.3 85.1

10 172* 81.0 11 7.2* 87.1

Aspergillus flavus 30 184* 41.3 15 12.0* 110.8*

70 93* 38.9* 40* 3.0 26.7*
100 94* 26.0* 38* 2.8 22.7*

0 167 74.3 13 4.3 77.4

10 136 87.2 19 5.9 93.0*

Emericella nidulans 30 108* 78.8 25* 5.5 47.2*

70 89* 36.6* 61* 3.9 36.2*

100 79* 11.8* 67* 3.2 31.9*

0 125 64.3 11 3.0 113.0

10 170* 81.0 19 5.3 150.7*

Nectria haematococca 30 132 83.0 13 4.8 88.0

70 77* 47.9* 23* 3.1 56.6*

100 72* 43.4* 34* 2.9 43.7*

* asterisked values mean significant difference from the control

was obvious by retreating its degradation. E. nidulans 
represents the best degrading fungus of linuron in liquid 
medium and in soil. In this respect, bacteria were able to 
degrade isoproturon and chlortoluron as urea derivatives 
(Cemakova, 1995).

As far as we are aware, references indicating the ef­
fects of linuron on the metabolism of fungi and sorghum 
or other plants are not available. The bulk of results ob­
tained in the present study suggests that the recommended 
rate (2 kg/ha) of linuron might promote the seedling 
growth of weeds through affecting their metabolic bio­
synthesis and consequently increasing enzyme activities 
and metabolism in a way similar to that obtained with sor­
ghum and fungal species. This promotion encourages the 
use of these adapted fungal species in linuron degrada­
tion as well as plant residues in soil.
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STANOVENI ZMĚNY PRODUKČNÍHO POTENCIÁLU JARNÍHO 
JEČMENE S VYUŽITÍM RŮSTOVÉHO MODELU CERES-BARLEY

CHANGE OF SPRING BARLEY PRODUCTION POTENTIAL USING CROP 
MODEL CERES-BARLEY

Z. Žalud1, M. Trnka1, M. Dubrovský2

1 Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno, Czech Republic 
"Institute of Atmospheric Physics, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Hradec Králové, Czech Republic

ABSTRACT: The main goal of this work was to determine a production potential of spring barley at the given location 
and its possible changes related to the climate change. The experimental field used for CERES-Barley model validation is 
situated in the potato-growing region, 560 meters above sea level. Stochastic weather generator Met&Roll was used to­
gether with GCM-based climate change scenario to prepare input weather data for the crop model. Sensitivity analysis 
was performed to reveal the role of key meteorological elements in spring barley production process. This approach 
makes possible to pinpoint and quantify influence of these weather elements and may help in search for adaptation meas­
ures. It was found that the positive direct effect (through higher intensity of photosynthesis) of increased ambient CO2 
concentration will be overwhelmed by yet stronger negative indirect effect due to changed climate conditions. In combi­
nation of both effects, the stressed yield of spring barley will be reduced by 14% in doubled CO2 conditions. This de­
crease is mainly due to increased air temperature which shortens the growing period. The barley production potential 
(ratio of stressed to potential yields) in this location will decrease from present 72 to 60% in 2xCO2 conditions when 
both direct and indirect effects are considered.

Keywords: spring barley; production potential; crop model; climate change; sensitivity analysis

ABSTRAKT: Cílem příspěvku bylo posoudit možný vývoj produkčního potenciálu jarního ječmene ve vztahu ke změně 
klimatu. S využitím růstového modelu CERES-Barley, který byl validován pro podmínky bramborářské výrobní oblasti, 
stochastického generátoru Met&Roll a na GCM (General Circulation Model) založeném scénáři klimatu byly připraveny 
denní meteorologické série pro 1,5xCO2 a 2xCO2 klima, které byly použity jako vstupní data pro růstový model. Význam 
jednotlivých meteorologických prvků v produkčním procesu jarního ječmene byl testován uplatněním principů citlivostní 
analýzy, neboť právě tento přístup může usnadnit hledání nejvhodnějších adaptačních opatření. Modelovými výpočty 
bylo zjištěno, že pozitivní přímý efekt (změna koncentrace CO2) bude méně významný než negativní nepřímý efekt (změ­
na klimatických podmínek). Kombinace obou vlivů vykazuje redukci stresovaného výnosu o 14 % v podmínkách 2><CO2 
klimatu. Zjištěné snížení je pravděpodobně způsobeno zkrácením doby růstu, jehož příčinou je očekávané zvýšení teplo­
ty. V podmínkách 2xCO2 klimatu klesne podle uskutečněných simulací produkční potenciál jarního ječmene (poměr mezi 
stresovaným a potenciálním výnosem) ze současných 72 na 60 %.

Klíčová slova: jarní ječmen; produkční potenciál; růstový model; změna klimatu; citlivostní analýza

ÚVOD

Rozvoj výpočetní techniky a rostoucí míra poznání 
jednotlivých prvků agrosystému stojí v pozadí sou­
časného stupně využívání technologie počítačových 
simulací. Tato metoda vědecké práce může být využita 
v plné míře jen tehdy, je-li к dispozici dostatečné množ­
ství poznatků a dat o základních součástech agro­
sy stému, resp. o jejich vzájemných vazbách a zároveň 
existuje možnost integrace těchto údajů v jeden celek

(Wit, 1986). Vývoj v této oblasti trvá více než třicet let 
a přináší nejen velmi zajímavé poznatky, ale skrývá 
v sobě potenciál srovnatelný s objevy minerálního 
hnojení či chemické ochrany rostlin.

Na základě výstupů růstových modelů lze učinit kva­
lifikovanější rozhodnutí, než bylo možné v minulosti, ať 
již jde o rozhodnutí globální, např. posouzení dopadů 
nárůstu produkce skleníkových plynů a následné možné 
změny klimatu na pěstování rostlin (Iglesias, 1995; 
Semenov, Porter, 1995; Wolf, Diepen, 1995), nebo o roz-
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bodnutí denní praxe, jako např. volba nejvhodnějších 
agrotechnických opatření (Wolf, Keulen, 1989; Easter­
ling et al., 1992).

Cílem práce bylo:
- Provést validaci modelu CERES-Barley (Hoogen- 

boom et al., 1994) porovnáním simulovaných a reál­
ných výnosů a srovnáním simulované a reálné doby 
vegetace v období 1985 do 1994.

- Pomocí simulací modelem CERES-Barley a při po­
užití syntetických meteorologických řad připravených 
stochastickým generátorem Met&Roll (Dubrovský, 
1996a, b) posoudit dopad očekávané změny klimatu 
na růst a vývoj jarního ječmene v testované lokalitě. 
Parametry generátoru jsou odhadnuty z pozorovaných 
řad a modifikovány v souladu se scénářem změny kli­
matu (Nemešová et al., 1999) založeného na výstupu 
z modelu GCM ECHAM3/T42 (obr. 1).

- Stanovit index produkčního potenciálu pro 1хС02 a 
2xCO2 klima jako podíl mezi stresovaným a poten­
ciálním výnosem.

- Provést citlivostni analýzu vystihující vztah jednotlivých 
meteorologických prvků к růstu a vývoji ječmene.

MATERIÁL A METODY

Pedologická a klimatická charakteristika 
pokusného místa

Zkušební pozemky se nacházejí v bramborářské oblasti 
(lokalita Domanínek, 49° 32' SŠ, 16° 15' VD) v nad­
mořské výšce 560 m. Půdní typ byl stanoven jako ty­
pická kambizem - varieta kyselá [morfologický klasifi­
kační systém půd MKSP (Hraško et al., 1991)], půdní 
druh hlinitopísčitý. Půdním substrátem je pro tuto část 
Českomoravské vysočiny deluvium svorové ruly (tab. I).

Průměrná roční teplota lokality činí 6,5 °C. Zajištění 
závlahy polních kultur je ve většině let dostatečné, 
průměrný roční úhrn srážek dosahuje 651 mm, což je 
dáno především nadmořskou výškou a zeměpisnou 
polohou. Chod průměrných měsíčních teplot a průměr­
ných úhrnů srážek za normálové období (1931 až 1960) 
je zachycen v tab. II.

Jako testovanou odrůdu jsme zvolili Orbit, což je ne- 
sladovnická, poloraná až polopozdní odrůda nízkého 
typu, vhodná do všech poloh. Zrno je středně velké až 
menší. К hlavním přednostem patří výnosová stabilita 
(Pařízek, Jurečka, 1996).

Stručný popis modelu CERES-Barley

Model CERES-Barley se řadí do skupiny dynamic­
kých, všeobecných, vysvětlujících a verifikovatelných 
růstových modelů. Model se skládá ze souborů pod­
porujících vstupní údaje, samotných matematických 
vztahů vyjadřujících procesy růstu a vývoje a souborů 
tvořících výstup z uskutečněné simulace.

Existují čtyři skupiny vstupních dat, a to data meteo­
rologická, fyziologická data a parametry, data pedo- 
logická a informace o agrotechnice. Jakákoliv simulace 
není možná bez získání a parametrizace dat ze všech čtyř 
skupin. Vstupní meteorologická data musí zahrnovat 
denní údaje o maximální a minimální teplotě, srážkách 
a globální radiaci. Většina fyziologických charakteristik 
použité odrůdy je obsažena v genetických koeficientech, 
které vystihují jejich klíčové vlastnosti. Informace o půd­
ních podmínkách byly získány z půdní sondy (tab. I). 
Nezbytné agrotechnické informace zahrnují jak data 
setí, vzcházení a sklizně, tak i údaje o množství a způ­
sobu hnojení, zpracování půdy apod. (Trnka, 1999).

Model bere v úvahu několik procesů současně, tak 
aby zajistil co největší soulad se skutečností. Simulace 
probíhá v několika na sebe navazujících krocích:

- fenologický vývoj a průběh jednotlivých fází,
- tvorba biomasy listů, stonku a kořenů a její rozdělení,
- stav půdní vláhy a využití vody rostlinou,
- odběr půdního dusíku a jeho distribuce jednotlivým 

orgánům.

I. Chemická analýza vzorků z diagnostických horizontů - Chemical 
analysis of soil samples from the diagnostic horizons

Horizont1 Av Bv C

Hloubka2 (m) 0-0,28 0,28 - 0,58 0,58- +

Obsah humusu3 (%) 1,30 0,41 0,18

Kationtová výměnná 
kapacita4 (mekv/kg)

103,8 91,4 88,0

pH (H2O) 5,5 5,7 5,7

pH (KC1) 4,7 5,3 5,3

Obsah fosforu5 (mg/kg)
Mehlich II

90 13 13

Obsah draslíku6 (mg/kg)
Mehlich II

235 89 89

'horizon, 2depth, 3humus content, 4cations exchangeable capacity, 
5content of phosphorus, 6content of potassium

II. Průměrné měsíční teploty a průměrné úhrny srážek za normálové období (1931 až 1960) - Standard monthly mean temperatures and 
precipitation (1931 to 1960)

Měsíc' 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.

Průměrná teplota2 (°C) -3,9 -2,5 1,4 6,2 11,9 14,6 16,6 15,6 11,8 6,6 1,4 -2,0

Úhrn srážek3 (mm) 42 37 32 47 64 75 77 80 53 54 49 41

'month, 2mean temperature, 3precipitation
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Výstupní data obsahují informace o nadzemní sušině 
a v ní obsaženém dusíku a informace o stavu pro 
rostlinu dostupné vody a dusíku v půdě. Mnohé další 
informace jsou přístupné v prostředí DSSAT, ve kterém 
model pracuje. Model je schopen simulovat nejen výnos 
limitovaný vodou a živinami, ale též výnos potenciální, 
přičemž umožňuje v obou výnosových úrovních použiti 
citlivostni analýzy, a tím posouzení vlivu jednotlivých 
vstupních údajů na výstupní charakteristiky.

Spojení modelu CERES-Barley 
a scénářů klimatické změny

Zdvojnásobení obsahu skleníkových plynů v atmo­
sféře vyvolá podle současných znalostí nárůst průměrné 
globální teploty o 2,5 °C (Houghton, 1998) a s tím 
související změnu klimatu. Problém, který je třeba řešit, 
je vliv této změny na výnosy důležitých zemědělských 
plodin.

Pro každý jednotlivý scénář klimatu a každou referenč­
ní koncentraci CO2(obr. 1) byla pro stanici Domanínek

1. Scénář zmčny klimatu pro 2xCO2 (rok 2075); d[E(TMAX)j 
a d[E(TM!N)] jsou aditivní zmčny průmčrných hodnot denních 
maximálních a minimálních teplot, d[s(TMAX)] a d[s(TMIN)] jsou 
multiplikativní zmčny směrodatných odchylek TMAX a TM1N; 
d[SRAD] jsou multiplikativní zmčny průměrné hodnoty i směrodatné 
odchylky denních úhrnů globálního slunečního záření; d[PREC] jsou 
multiplikativní zmčny denních úhrnů srážek - Climate change 
scenario for 2xCO, (year 2075); d|E(TMAX)j and d[E(TMIN)J are 
additive changes of the means of daily maximum and minimum 
temperatures; d[s(TMAX)j and d[s(TMIN)J represent the multi­
plicative changes of standard deviations of TMAX and TMIN; 
dfSRAD] are the multiplicative changes of the mean and standard 
deviation of daily sums of global solar radiation; d[PREC] is the 
multiplicative change of monthly precipitation sums

provedena 991etá modelová simulace výnosové řady, 
z níž pak byly odhadnuty vybrané statistické charakteris­
tiky. V této simulaci byly použity syntetické meteoro­
logické řady vytvořené generátorem Met&Roll, přičemž 
změny parametrů generátoru odhadnuté z pozorované 
řady (Domanínek, 1967 až 1997), rok 1995 byl vynechán

(přístroje na meteorologické stanici byly dlouhodobě 
poškozeny), byly modifikovány v souladu se scénářem 
změny klimatu odvozeného z výstupu GCM (General 
Circulation Model) modelu ECHAM3/T42 (Nemešová 
et al., 1999). Žádné adaptace odrůd jarního ječmene na 
změněné podmínky (delši vegetační doba, vyšší kon­
centrace CO2) nebyly do této citlivostni analýzy zahrnuty.

Určení indexu produkčního potenciálu

Analýza byla provedena jak pro reálný, tak i pro po­
tenciální výnos. Rozdíl mezi potenciálním výnosem 
a realitou může být významným ukazatelem pro posou­
zení změny produkčního potenciálu daného území. 
Zavedení indexu produkčního potenciálu Z (%), jakožto 
podílu mezi reálným (RV) a potenciálním výnosem 
(PV):

Z = — 100
PV

(1)

umožní vyjádřit míru limitujících faktorů a jejich změny 
v rámci změny klimatu. Čím více se hodnota indexu blí­
ží jedné, tím vyšší je relativní efektivnost jednotlivých 
agrotechnických faktorů.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Model CERES-Barley byl úspěšně validován s pomocí 
experimentálních hodnot doby vegetace (zasetí - fyzio­
logická zralost) a výše výnosu (Trnka, 1999). Jako expe­
rimentální data byly použity výsledky odrůdových 
pokusů s odrůdou Orbit v letech 1985 až 1994. Pro ilust­
raci uvádíme výsledky validace doby vegetace (obr. 2).

Jako typický ročník pro posouzení přímého (zvýšené 
koncentrace CO2), nepřímého (změny meteorologických 
podmínek) a kombinovaného vlivu zvýšení hladiny CO2 
v atmosféře na produkční potenciál jarního ječmene byl

2. Validace doby vegetace; přímkou je vyznačena lineární regresní 
závislost mezi dobou vegetace pozorovanou a simulovanou (limi­
tovanou vodou a živinami); čísla v kroužku reprezentují jednotlivé 
roky - Validation of the vegetation period; the straight line represents 
the linear regression function relating the observed and simulated 
lengths of the vegetation period (water and nutrients limited); each 
year is marked as number in the middle of the ring
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vybrán z důvodu úspěšné validace rok 1993. Z obr. 3 
vyplývá několik důležitých závěrů, které naznačuji přede­
vším pravděpodobné snížení výnosu jarního ječmene

3. Stresované a potenciální modelové výnosy ječmene při různých 
úrovních přímého a nepřímého vlivu CO2; vodorovné pásy vyznačují 
5., 25. (dolní kvartil), 50. (medián), 75. (horní kvartil) a 95. hodnotu 
z 99 simulovaných výnosů při použití 991eté syntetické meteoro­
logické řady; ostatní vstupní data odpovídají roku 1993, který byl 
vybrán jako reprezentativní; dolní polovina grafu zachycuje výnosy 
v podmínkách limitovaných vodou a živinami a horní polovina 
výnosy potenciální - Stressed and potential model yields of barley 
simulated under various levels of direct and indirect effects of in­
creased CO2; the horizontal bars represent the quartiles [5th, 25th 
(lower quartile), 50th (median), 75lh (upper quartile) and 95th] from 
the set of 99 yields simulated with use of 99-year synthetic daily 
weather series; the other crop model input data are based on year 
1993 which was selected as a representative year; the bottom part of 
the graph displays the water and nutrient limited yields, the top part 
displays the potential yields

v této lokalitě v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 
(přibližně o 14 % při 2xCO2). Hlavním činitelem způso­
bujícím tento pokles bude změna klimatických podmínek - 
v důsledku samotného nepřímého vlivu by reálné výnosy 
poklesly cca o 45 %. Tento pokles výnosů nevyrovná ani 
fertilizační efekt zvýšení koncentrace CO2 v atmosféře. 
Při zachování současného stavu klimatu a zvýšení 
koncentrace CO2 by se přímý vliv CO2 projevil poměrně 
značným zvýšením výnosů. Podle údajů z literatury jsou 
C3 rostliny podstatně více stimulovány vyššími kon­
centracemi CO2 než C4 rostliny. Kostrej et al. (1998) 
uvádějí, že při dvojnásobném zvýšení CO2 (na 662 ppm) 
vzroste rychlost fotosyntézy u C3 rostlin o 28 %, zatímco 
u C4 rostlin jen o 9 %. V našem případě by přímý vliv 
zvýšené koncentrace CO2 způsobil nárůst potenciál­
ního výnosu přesně o 14,1 % při koncentraci 1,5xCO2 
a o 27,7 % při koncentraci 2xCO2. Uvažujeme-li kombi­
novaný vliv CO2, lze podle simulací uskutečněných 
v souladu se scénářem změny klimatu očekávat mírné 
zvýšení potenciálních výnosů, a to přibližně o 4 %.

Index produkčního potenciálu Z zachycuje míru vý­
těžnosti limitujících faktorů. Čím více se hodnota indexu

blíží jedné, tím vyšší je dosažená efektivita jednotlivých 
(mj. i agrotechnických) vstupů. S růstem CO2 se hodno­
ta Z snižuje (tab. Ill), což je způsobeno poklesem vý­
nosů v podmínkách limitovaných vodou a živinami 
a nárůstem výnosů potenciálních. V konečném důsledku 
pokles indexu potenciálu znamená zvýšení nákladů, 
které bude muset farmář vynaložit na udržení současné 
výnosové hladiny. V případě lokality Domanínek je hod­
nota Z|xco2 ” 72,3 %, Z;i5xco2~ 67,9 % a Z2xco2= 59,7 %. 
Obdobné studie pro pšenici a kukuřici provedli Žalud et 
al. (1999) aDubrovský, Žalud (1999).

III. Změna produkčního potenciálu (%) v závislosti na velikosti přímého 
a nepřímého vlivu zvýšené koncentrace CO2 - Change of the produc­
tion potential (%) depending on the direct and indirect effects of 
changed CO2 concentration

Přímý vliv1 
(změna obsahu CO2v atmosféře2)

Nepřímý vliv3 (změněné 
klimatické podmínky4)

lxCO2 
(současný stav5)

1,5xCO2 2xCO2

lxCO2 (současné klima6) 100,0 109,0 115,8

1,5xCO2 85,1 93,9 101,3

2xCO2 68,0 75,7 82,6

‘direct effect, “change of CO2 concentration in atmosphere, “indirect 
effect, 4changed climatic conditions, “present concentration, “present 
climatic conditions

Z obr. 3 lze rovněž odvodit zvýšení variability výnosů 
v podmínkách limitovaných vodou a živinami, což 
odpovídá očekávanému nárůstu četnosti výskytu 
extrémních jevů, především dlouhých bezesrážkových 
period. Lokalita Domanínek se vyznačuje závislostí 
produkce na rovnoměrném rozložení srážek během 
vegetačního období, protože s ohledem na půdní pod­
mínky a výšku hladiny podzemní vody nelze uvažovat 
o jiném zdroji vláhy.

Vliv změn jednotlivých meteorologických prvků 
a koncentrace CO2 je prezentován na obr. 4. Jde o souhrn 
výsledků citlivostní analýzy, která zahrnovala nejen 
dopady změn jednotlivých faktorů, ale i některých jejich 
kombinací. Z obr. 4 je především patrné, že změny jed­
notlivých meteorologických faktorů ve většině případů 
vedou ke zvýšení variability výnosů. Vzestup teplot 
vede ke snížení výnosů, což lze vysvětlit zkrácením 
vegetační doby při vyšších teplotách (McMaster, 1996; 
Moot et al., 1996). Zkrácení vegetační doby v konečném 
důsledku znamená i méně času na tvorbu biomasy. 
Pouhá změna srážkových úhrnů v souladu se scénářem 
změny klimatu by vedla jen к nevýznamnému zvýšení 
výnosů, přičemž kombinace změny srážek a zvýšené 
koncentrace CO2 by výnos významně zvýšila, a to přibližně 
o 44 %. Toto zvýšení lze pravděpodobně přičíst vyšší pro­
dukční efektivnosti využití vody rostlinou, tzv. WUE (wa­
ter use efficency) v podmínkách vyšší koncentrace CO2.
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4. Výnosy jarního ječmene; analýza citlivosti na změny klimatických 
charakteristik; jednotlivé páry pruhů (význam pruhů víz obr. 3) se 
vztahují к současné (330 ppm) a dvojnásobné koncentraci CO2; 
v dolní polovině jsou zachyceny vodou a živinami limitované výnosy, 
v horní polovině výnosy potenciální - The yields of the spring barley; 
analysis of the sensitivity to changes in climatic characteristics; the 
pairs of the bars (see Fig. 3 for the meaning of the bars) represent the 
yields modelled in present (330 ppm) and doubled ambient CO,; the 
bottom part of the graph displays the water and nutrient limited yields, 
the top part displays the potential yields

Scénáře - Scenarios:

současné klima - present climate

2xCO2 = modifikace všech faktorů podle scénáře změny klimatu 
(obr. 1) - the parameters of the generator are modified according to 
the 2xCO; climate change scenario (Fig. 1)

srážky konstantní = jako 2xCO2, jen srážky zůstávají nezměněny - as 
2xCO2, but the precipitation arc unmodified

pouze srážky = pouze změna srážek - only precipitation is modified

pouze radiace = pouze zmčny charakteristik globální radiace - only 
solar radiation characteristics arc modified

pouze teplota = pouze zmčny teplotních charakteristik - only tem­
perature characteristics are modified

var=konst = jako 2xCO2, ale standardní odchylky TMAX, TM1N 
a SRAD zůstávají nezměněny - as 2xCO2 but the standard deviations 
of TMAX, TMIN and SRAD arc left unmodified

Z analýzy změn potenciálního výnosu lze usoudit na 
vysokou citlivost jarního ječmene na zvýšení hodnot 
globální radiace. Jarní ječmen je obilnina, která ve srov­
nání s ostatními C3 rostlinami je především ve fenofázi 
kvetení relativně náročnější na její intenzitu. Např. 
McMaster (1996) zavádí do svých modelových simulací 
produkčního procesu ječmene modul nazvaný světelný 
stres. Tento jev, projevující se především v oblastech 
s vyšší nadmořskou výškou, může být z pohledu růstu 
a vývoje jarního ječmene v řadě testovaných variant 
jedním z rozhodujících faktorů produkčního procesu.

Kombinace zvýšené radiace spolu s nárůstem kon­
centrace CO2 by zvedla úroveň potenciálního výnosu o více

než 30 % v porovnání se současností. Opačně se pak 
i zde projevuje zvýšení teploty, které s sebou nese již 
zmíněné zkrácení vegetační doby. Zajímavým jevem je 
snížení variability potenciálního výnosu, což nepřímo 
potvrzuje, že hlavním meteorologickým činitelem, který 
bude za zvyšující se teploty ovlivňovat hospodaření 
v této oblasti, bude rozložení srážek během vegetačního 
období.

ZÁVĚR

Porovnání s podobnými pracemi ukazuje, že v ně­
kterých rysech se chování jarního ječmene ve změně­
ných klimatických podmínkách podobá jiným plodinám, 
v jiných rysech se naopak liší. Podobně jako u dalších 
regionálních studií např. pro kukuřici (lokalita Žabčice, 
odrůda Dea, model CERES-Maize) a pšenici (lokalita 
Žabčice, odrůda Hana, model CERES-Wheat) (Žalud et al., 
1999) platí:

- přímý vliv zvýšené koncentrace CO2 je pozitivní,
- nepřímý vliv zvýšené koncentrace CO2 je negativní 

(pouze v případě kukuřice a potenciálního výnosů je 
nepřímý vliv pozitivní),

- velikost přímého i nepřímého vlivu je u stresovaných 
výnosů větší než u potenciálních výnosů,

- zvýšení teplot vede ke zkráceni vegetační doby, a tím 
ke snížení výnosů v důsledku zkráceného času na 
tvorbu biomasy,

- zvýšení úhrnů slunečního záření zvýší potenciální 
výnosy.

Na rozdíl od kukuřice je negativní nepřímý vliv vý­
raznější než pozitivní přímý vliv, což znamená že při 
kombinaci obou vlivů lze v podmínkách 2XCO2 očeká­
vat snížení výnosů ječmene. Z výsledků simulací při 
použití modelu CERES-Wheat (odrůda Hana) v lokalitě 
Žabčice (kukuřičná výrobní oblast) dále vyplývá nárůst 
hodnoty indexu produkčního potenciálu, jehož hodnota 
se mění z 59 % pro 1XCO2 klima na 64 % pro 1,5XCO2 
klima a na 69 % pro 2XCO2 klima. Při simulacích s mode­
lem CERES-Barley byl naopak zjištěn pokles indexu Z 
s rostoucí koncentrací CO2 (ze 72 % pro 1XCO2 klima 
na 60 % pro 2XCO2 klima).

Veškeré námi dosažené výsledky podporují teorii, že 
dopady klimatické změny je nutné řešit v závislosti na 
lokálních podmínkách a při případné generalizaci postu­
povat nanejvýš obezřetně.
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INFORMACE - STUDIE - SDELENI
PHOSPHOLIPID AND FATTY ACID COMPOSITION
OF TOBACCO SEEDS

FOSFOLIPIDOVÉ A AMINOKYSELINOVÉ SLOŽENÍ SEMEN TABÁKU
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ABSTRACT: Phospholipid and fatty acid composition of seeds of two Bulgarian species of tobacco are presented. The total 
content of glyceride oil in Rila 89 (oriental) and Coker 254 (Virginia) tobacco seeds was found to be 34.5% and 39.0%, 
respectively. The general content of phospholipids is 0.3% in both samples. Phosphatidylinositol (21.2% and 30.5%), 
phosphatidylcholine (25.5% and 11.4%) and phosphatidylethanolamine (7.7% and 14.1%) predominate in the phospho­
lipid fraction. The main fatty acid components in the seed glyceride oils are linoleic acid (48.8% and 14.9%) and oleic 
acid (23.3% and 43.8%).

Keywords: tobacco seeds; phospholipid acid; fatty acids

ABSTRAKT: Bylo studováno fosfolipidové a aminokyselinové složení semen dvou bulharských druhů tabáku. Celkový 
obsah glyceridové silice dosahoval v semenech tabáku Rila 89 (orientální typ) 34,5 % a Coker 254 (virginský typ) 39,0 %. 
Celkový obsah fosfolipidů v obou vzorcích činil 0,3 %. Ve fosfolipidové frakci mají dominantní podíl fosfatidylinositol 
(21,2 %, resp. 30,5 %), fosfatidylcholin (25,5 %, resp. 11,4 %) a fosfatidyletanolamin (7,7 %, resp. 14,1 %). Hlavními 
složkami mastných kyselin v glyceridových silicích semen jsou kyseliny linolová (48,8 %, resp. 14,9 %) a olejová (23,3 %, 
resp. 43,8 %).

Klíčová slova: semena tabáku; fosfolipidy; mastné kyseliny

INTRODUCTION

The seeds of tobacco INicotiana tabacum L.') are rich 
in glyceride oil. The fatty acid composition of the oil 
was reported by Koiwai et al. (1983). The major fatty 
acids are the linoleic, linolenic and palmitic acids. Ac­
cording to Frega et al. (1991) linolenic acid predomi­
nates in the glyceride fraction. Fatty acid and phospho­
lipid composition varies significantly depending on cli­
matic and agricultural conditions. On the other hand recent 
seed analyses suggest that fatty acids and phospholipids 
have taxonomic significance and evolutionary implica­
tions for higher plant classification and can be used to 
differentiate or related taxa at several hierarchical levels. 
Information about content and composition of phospho­
lipids in the seeds was not published.

The aim of this paper is to widen the knowledge of 
the phospholipid and fatty acid composition of the seeds 
of two Bulgarian species of tobacco and to make com­
parison with the composition of the other varieties of to­
bacco.

MATERIAL AND METHODS

Material

The investigations were carried out with seeds of two 
different tobacco varieties - Rila 89 (oriental) grown in 
Rila town and Coker 254 (Virginia) grown in the village 
Lechtchevo, both grown in South Bulgaria, crop 1997. 
The used reagents were of analytical purity. Phospho­
lipids and methyl esters delivered from Merck, Fluka 
and Sigma were used as standards. The gas chromato­
graphy materials were purchased by Scotia Pharmaceuti­
cals Ltd., Carlisle (UK).

Methods

The seeds were powdered and extracted with freshly 
distilled n-hexane in Soxhlet apparatus for 8 h. After 
distillation of the solvent under vacuum, the extracted 
oils were weighed.
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The polar lipids were recovered from the rest of the nuts 
according to the procedure of Folch et al. (1957) with 
mixed solvent chloroform : methanol 2 : 1 v/v. The glyc­
erin oils and polar lipids were combined and hydrated 
with water (3% v) at 60 °C for precipitation of all phos­
pholipids. The precipitated phospholipids were treated 
several times with cold acetone at 0 °C to remove the rest 
of nonpolar lipids.

The individual phospholipids were separated by 
means of two-dimensional thin-layer chromatography on 
20/20 cm plates covered with 0.25 mm layer of Silicagel 
60 G Merck and impregnated with 1% (NH4)2SO4 solu­
tion. The samples were developed in chloroform : methanol: 
ammonia 65 : 25 : 5 v/v/v (I. direction) and in chloro­
form : methanol : ammonia : acetic acid : water 50 : 20 : 
10:10:5 (II. direction). After drying the spots of the 
individual phospholipids were visualized and identified 
by spraying with specific reagents (Kates, 1972): 
a) iodine vapors for all lipids
b) Dragendorff reagent for phospholipids with choline 

group, such as phosphatidylcholine, lysophosphati- 
dylcholine and sphingomyelin

c) ninhydrin reagent for ethanolamine and serine - con­
taining phospholipids, such as phosphatidylethanola­
mine and phosphatidylserine

d) Schiff reagent for phosphatidylinositol and phospha­
tidylglycerols

In addition R( and witness were compared for com­
pletely identification of the individual phospholipids. 
The quantitative evaluation was carried out spectrophoto- 
metrically at 700 nm, using Bartlett technique (Kates, 
1972). The repeatability of the method used for determi­
nation of phospholipids gave a coefficient of variation of 
less than 5.0%.

The fatty acid composition of glyceride oils and indi­
vidual phospholipids was identified by capillary gas 
chromatography of their methyl esters. The esterification 
was carried out by Metcalfe and Wang technique (Met­
calfe, Wang, 1981). Methyl esters were purified by thin- 
layer chromatography on plates, covered with 0.25 mm 
Silicagel 60 G Merck and mobile phase n-hexan : diethyl 
ether 97:3. ■

Determination was accomplished on a Pay Unicam 
304 unit, provided with flame-ionization detector, 30 mm 
capillary column Innowax impregnation and conditions 
as follows: column temperature 165 °C to 225 °C, with 
a change 4 °C/min, detector temperature 300 °C, injector 
temperature 280 °C, gas-carrier (N2).

RESULTS AND DISCUSSION

The content of oil in the seeds was found to be rela­
tively high, ranging from 34.5% in Rila 89 seeds to 39.0% 
in Coker 254 seeds. These values are close to those ob­
tained from the other common oil-bearing seeds (e.g. 
sunflower). Total content of phospholipids in oils was 
0.3% in both seeds.

The qualitative analysis based on response to specific 
spray reagents on thin-layer chromatography and com­
parison with authentic samples indicated the presence of 
almost all phospholipid classes (Tab. I).

1. Phospholipid composition of tobacco seeds

Phospholipids (PL)
Content (% wt total PL)

Rila 89 Cocer 254

Phosphatidylcholine (PC) 25.5 11.4

Phospatidylinositol (PI) 21.2 30.5

Phosphatidylethanolamine (PE) 7.7 14.1

Phosphatidic acids (PA) 8.7 11.8

Lysophosphatidylcholine (LPC) 9.3 10.0

Lysophosphatidylethanolamine (LPE) 10.3 5.6

Phosphatidylserine (PS) 4.7 5.6

Monophosphatidylglycerol (MPG1) 4.3 5.4

Diphosphatidylglycerol (DPG1) 4.7 5.6

Sphingomyelin 3.5 4.1

Phosphatidylcholine, phosphatidylinositol and phos­
phatidylethanolamine seem to be the major components 
in the both types of seeds. The highest content of phos­
phatidylcholine was found to be in Rila 89 seeds (25.5%), 
followed by phosphatidylinositol (21.2%) and lyso- 
phosphatidylcholine (10.3%). Phosphatidylinositol was 
the major component in Coker 254 seeds (30.5%), fol­
lowed by phosphatidylethanolamine (12.3%), phospha- 
tidic acids (11.8%) and phosphatidylcholine (11.4%). 
Small quantities of other phospholipids - phosphatidyl­
serine, lysophosphatidylethanolamine, monophospha­
tidylglycerol, diphosphatidylglycerols and sphingomyelin 
were detected in the seeds. The composition and distri­
bution of fatty acid in glyceride oils of the tobacco seeds 
are presented in Tab. II.

II. Fatty acid composition of tobacco glyceride oils

Fatty acids
Fatty acids content (% wt)

Rila 89 Coker 254

14:0 . 6.1 8.7

16:0 17.7 29.3

16: 1 1.1 1.1

17 :0 1.0 0.7 .

18:0 1.3 1.4

18 : 1 23.3 43.8

18:2 48.8 14.9

18:3 0.7 0.1

In the Rila 89 seed glyceride oil linoleic acid was the 
predominant component comprising 48.8% of the total 
fatty acid content, followed by oleic acid (23.3%), palm­
itic acid (17.7%) and myristic acid (6.1%) as major fatty 
acids. The content of linoleic acid however was signifi-
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cantly lower than that reported by Koiwai et al. (1981) 
when the percentage of this acid was about 65.0 to 
75.0%. Palmitoleic, margarinic, stearic and linolenic 
acid were the minor components in this sample. In the 
Coker 254 glyceride oil oleic acid predominated (43.8%), 
followed by palmitic acid (29.3%) and linoleic acid 
(14.9%). This quantitative composition was significantly 
different from the other varieties of tobacco seeds, where 
mainly linoleic acid predominated (Frega et al., 1991; 
Koiwai et al., 1981). These differences can be explained 
with the different climatic and agricultural conditions for 
cultivation of tobacco plants.
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