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Abstract

The phosphorus forms were determined in the samples of individual soil horizons in Trojmezna hora preserve,
near Plechy Mt. (1378 m a. s. 1), in the area of autochthonous spruce forests (National Park Sumava, Bohemi-
an Forest, Czech Republic 48°46'25"N, 13°51'04"E). Geological base consists of coarse-grained two-mica-
ceous granite of moldanubian pluton. The altitude of the site is 1350 m, exposition NNE, slope 5°. Soil type is
a ferro-humic podzol, the soil is sandy-skeletal and relatively fleet, with a thick humus horizon (0.12 m). Mean
annual air temperature is 3.5°C, mean annual precipitation 1200 mm. The vegetative cover is spruce forest
association Athyrio alpestris-Piceetum Hartmann 1959, aged more than 200 years. No dolomitic limestone was
applied to this stand up to the present.

Fresh soil samples were air-dried and sieved. The humic and fulvic acids (HA, FA) were extracted using the
0.1 M NaOH after soil decalcification by 0.1 M HCI. FA were isolated using a standard Malcolm’s method
from mother liquor after HA precipitation. The sodium humate and fulvate were converted into H* form, and
freeze-dried. The total phosphorus (P,) was determined after mineralization of samples (soil, HA, FA) in 72 %
HCIO,, or in the 1:1 mixture of HCIO, and 96 % H,SO, (bitumens). Phosphorus converted to orthophosphate
was determined spectrophotometrically at 660 nm as the phosphomolybdate blue. The organic (P,,) and ex-
tractable (P,) phosphorus forms were determined in 2 g of soil by the Bowmann’s extraction method. Water
soluble soil phosphorus P, was determined as orthophosphate after 2 hours of shaking a sample with distilled
water, available phosphorus (P,) as orthophosphate after 2 hours of shaking a sample with a suspension of
cation exchange resin in distilled water. The phosphorus extractable by 1 % citric acid (P,,) was determined
after double 1 hour shaking of the soil - citric acid solution (1:10) mixture, interrupted by 24 hour standing at
laboratory temperature. Extracted P was determined as orthophosphate in the filtrate after mineralization by
HCIO,. The *'P NMR spectrum was recorded on Bruker DRX 500 spectrometer operating at frequency of
202.45 MHz using the following parameters: recycle delay of 5 s, number of scans 10000; broad-band decou-
pling. The FID was processed with line broadening of 50 Hz. The chemical shifts were measured relative to
an external standard (85% H,PO,), spectra interpretation was based on literature assignment. Quantitative anal-
ysis was achieved by instrumental integration of NMR peaks.

The content of P, increased in organic horizons with depth from 1.0 to 1.5 g.kg" and reached the maximum in
the horizon A, where the majority of soil organic matter is humified and P, is bound in humus (mainly in
humic acids). Similar maximum of P, caused by accumulation of P, was observed in the horizon B,. The
content of P, decreases rapidly below the horizon B, and the increase of P, is given by an accumulation of
inorganic orthophosphates in these horizons. With the exception of the eluvial (E)) horizon, 78-99 % of P, was
extracted from the soil samples using the Bowmann method. The low content of all phosphorus forms was
found in E, horizon. Accumulation of inorganic P (orthophosphate) in horizons By, and namely B, by com-
plexation with AI* and Fe* cations markedly reduces P leaching from an ecosystem. Hereby accumulated P
can take up deep rooting species or it may become available after trees uprooting in primeval forests. The
maximum P content of all soil organic matter fractions was found in HA (1.5-6.1 g.kg"). FA contained essen-
tially less P (0.5 g.kg"), the P content in bitumens decreased with depth from 1.3 10 0.5 g.kg". To characterize



the P species of HA isolated from the Oy, horizon, we used P NMR spectrum. Major P species in HA were
orthophosphate diesters (35.6 % of HA phosphorus), inorganic orthophosphate (31.3 %), which can be partly
a product of orthophosphate esters partial hydrolysis, and orthophosphate monoesters (18.8 %). Traces of phos-
phonates and polyphosphates (2.8 and 1.0 %, respectively) were also detected. Phosphate diesters are regard-
ed as relatively available pool of P, that is associated with high precipitation, and generally decrease or en-
tirely disappear with disturbance or soil cultivation. We can conclude, that the differentiation of soil horizons
in the ferro-humic podzol is markedly displayed by the distribution of individual P forms in the soil profile,
which demonstrate the phosphorus retention mechanism in the ecosystem. Interesting results will be gained
from the comparison of P distribution and availability in soils of mountain spruce forests subjected to different
nitrogen deposition and acidification stress.
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Uvod

Fosfor je vedle dusiku druhou nejvyznamnéjsi Zivinou, limitujici produkci lesa. Jako Zivina
Je charakteristicky tim, Ze zistava v lesnim ekosystému zachovan. Woob & al. (1984) ukaza-
li, Ze v severském jehli¢natém porostu v New Hampshire se plnych 88 % fosforu pfijatého
rostlinami vraci do pidy v opadu, podkorunnich srazkédch a v kofenovych exudatech prevaz-
né v organické formé. Organicky P tvofi 70 % celkového P v hrabance a 34 % v mineralni
pudé uvedeného stanovisté (Yanar 1992). Na celkovém ro¢nim odbéru P porostem se podili
dekompozice P biologického pivodu 87 % a zvétravani primarné anorganického P 13 %.
Transformace anorganickych a organickych forem jsou té€sné& propojeny v cyklu fosforu. Pres-
toZe biologické (prevazné organické) a pedologické (pfevazné anorganické) transformace P
Jsou prostudovany pomémé detailné, mechanismy organickych transformaci P jsou zndmy
méné a vétsina dostupnych tdaji byla ziskina nepfimymi postupy. Protoze vysledky téchto
Jinak pomé&mé cennych nepfimych postupt je velmi obtizné interpretovat jednoznadnd (Dar
& al. 1996), prosazuje se pfimé studium riznych frakei P v padé pomoci nukledrni magne-
tické rezonance *'P NMR.

V souvislosti s depozici dusiku do lesnich ekosystémi jsou studovény i pfemény fosfo-
ru v pud€. GuNDERSEN (1998) ukazal, Ze kriticky nizky obsah fosforu v jehlicich smrku
(0,6-1 mg.g") miZe byt disledkem kombinovaného vlivu sucha a dusikatého stresu na kore-
ny a mykorrhizy. Vyplavovéni dusi¢nani ze smrkovych porostd mize byt disledkem nedo-
statku P a K, které limituji pfijem N u starSich porosti (HARRISON & al. 1995). CLARHORM &
RoseNGRENBRICK (1995) upozornili, Ze vysoka depozice N mizZe vést k nedostatku P v pids
smrkového porostu a popsali zpétnou vazbu mezi nizkym obsahem P v jehlicich a vzristaji-
ci aktivitou fosfatdzy v humusu. Zatimco pozorovani Perssona (PerssoN & al. 1995) dokla-
daji, Ze dlouhodobd ro¢ni depozice dusiku 20 kg ha' neovlivnila riist smrku ztepilého na
uzivnych stanovistich v jihozapadnim Svédsku, BRAEKKE (1996) predpoklida, Ze nedostatek
fosforu se jiZ projevuje nebo brzy projevi jako obecn&jsi problém v 30-60 km Ziroké pobiez-
ni z6né tahnouci se od nejjizngjsiho Svédska k severu a dale zépadnim smérem podél jizni-
ho pobfezi Norska, kde v lesich s mélkymi pidami jiZ doglo k saturaci ekosystému dusikem.
Cilem nasi préce, vzniklé v rdmci projektu ,,Vliv transformace dusiku na poskozovani hor-
skych smrkovych porosti vystavenych riznému imisnimu zatiZeni* bylo stanovit jednotlivé
formy fosforu v podzolové pidé horského smrkového lesa na Trojmezné hote, kde jsou de-
pozice N niZzsi neZ v jinych naSich horskych smrkovych porostech, a srovnat je s obsahem
tzv. dostupného fosforu, stanovenym ve vyluhu kyseliny citronové, a s formami organického
P, vdzaného v huminovych kyselindch (HK). Ziskané data budou slouZit k obsahlejsi analy-
ze dostupnosti P v piddch horskych smrkovych porostii v oblastech s riiznou depozici N.



Material a metodika

Lokalita

Trvala vyzkumnd plocha Ustavu ekologie krajiny AV CR Ceské Budgjovice se nachézi ve
smrkovém vegetaCnim stupni v oblasti autochtonnich smrcin silné postizenych Zloutnutim
jehlic asi 1 km od vrcholu Plechy (1378 m n. m.) ve statni pfirodni rezervaci Trojmezna hora
(od roku 1992 souédst Néarodniho parku Sumava). Podrobngjsi tidaje byly publikovéiny (No-
vAK & al. 1999). Pidnim typem je humuso-Zelezity podzol (FAO), pidy jsou hlinitopis-
Cité, skeletovité, lehéi, s ostrivky Zulovych monoliti. Schéma padniho profilu je na
Obr. 1.
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Obr. 1. — Pudni profil na TVP Trojmezna hora. Vlevo zndzornény praimémé mocnosti horizontd, vpravo je-
jich rozsah. Hodnoty v procentech uvadéji obsah hrubého skeletu (>30 mm).

Fig. 1. — The soil profile in Trojmezna hora stand. The content of coarse skeleton (>30 mm) is expressed in
per cent.



Elementarni analyza

CHN analyza byla provedena na zafizeni Perkin-Elmer, obsah C,_byl stanoven oxidaci vzor-
ku kyselinou chromovou a titraci nadbytku Cr¥' (KrALovA & al. 1991). Hodnoty pH,,,,
a pH,, byly stanoveny potenciometricky za pouZiti kombinované sklenéné elektrody ve vod-
ném a 1 M KCI pidnim vyluhu (1:5).

Izolace FK a HK

Vzorky pudy, odebrané v letech 1995-1996 z jednotlivych horizontd humuso-Zelezitého
podzolu, byly voln€ vysuSeny na vzduchu a prosety na situ 1 mm. Po dekalcinaci vzorku
0,1 M HCI byly 0,1 M roztokem NaOH extrahovany huminové kyseliny. Fulvokyseliny (FK,
frakce 142 podle price PoNoMAREVOVA & PLoTNIKOVOVA 1975) byly izolovdny standardni
metodou (MaLcoLm 1991) z matecného louhu po vysraZzeni a izolaci huminovych kyselin
(NovaAk & al. 1999).

Stanoveni celkového fosforu P

Obsah celkového fosforu byl stanoven spektrofotometricky po mineralizaci vzorku: 0,025 g
na vzduchu vysuSené jemnozemé, rozemletého opadu (<0.25mm), FK nebo HK bylo mine-
ralizovano varem s kyselinou chloristou (72%) (SomMmERs & NELSON 1972). Vzorek bitume-
nu rozetfeny v achatové misce byl mineralizovan ve smési kyseliny sirové (96%) a chloristé
(72 %) v obj. poméru 1:1. Fosfor pfevedeny mineralizaci na o-fosforecnan byl po reakci
s molybdenanem amonnym a kyselinou askorbovou stanoven spektrofotometricky pfi
660 nm jako fosfomolybdenova modi (MurPHY & RILEY 1962, WATANABE & OLSEN 1965).

Stanoveni organického fosforu POrg

Stanoveni obsahu organického P v pidé se provddi dvoustupriovou extrakci pidy (Bow-
MAN 1989). 2 g jemnozemé se nejprve extrahuji 18 M H,SO, (kysely extrakt) a nasledné
0,5 M NaOH (zdsadity extrakt). Ve spojenych extraktech se stanovi celkovy extrahovatelny
fosfor P, po mineralizaci kyselinou chloristou a minerdlni P, postupem s molybdenanem
amonnym spektrofotometricky pfi 820 nm. Rozdil obou hodnot je roven obsahu organické-
ho fosforu P, =P, - P,.

org

Stanoveni vodorozpustného fosforu P

1 g vysuSené jemnozemé (<2 mm) nebo hrabanky se tfepe 2 hodiny s destilovanou vodou
(MacHACEK 1986). Po filtraci se ve filtratu stanovi vodorozpustny fosfor spektrofotometric-
ky (MurpHY & RILEY 1962, WATANABE & OLSEN 1965).

Stanoveni pfistupného fosforu P,

1 g vysuSené jemnozemé nebo hrabanky se tfepe 2 hodiny s destilovanou vodou a katexem
OSTION KS 0809 (MacHACEK 1986). Po filtraci se ve filtratu stanovi pfistupny fosfor spek-
trofotometricky.

Stanoveni pfistupného fosforu ve vyluhu 1% kyselinou citronovou P

1-5 g jemnozemé bylo po zaliti 1% roztokem kyseliny citronové (pomér puda:roztok 1:10)
1 hodinu tfepano, poté ponechdno 24 hodin v klidu a opét 1 hodinu tfepano. Po filtraci bylo
do mineraliza¢ni bariky pipetovdno 1-5 ml filtratu a po mineralizaci kyselinou chloristou byl
P stanoven spektrofotometricky jako fosfomolybdenovd modr.



3P NMR spektrum

3P NMR spektrum huminové kyseliny bylo méfeno v 3 % roztoku NaOD v D,O na pfistroji
Bruker DRX 500 v kyveté 5 mm pfi pracovni frekvenci 202,45 MHz. Spektrum bylo ziska-
no za pouZiti téchto parametri: relaxacni ¢as 5 s, Sirokopasmovy dekaplink, pocet akumula-
ci 10 000, vzorkovéni 32 kB, line broadening 50 Hz. Ze spekter bylo vypoéteno zastoupeni
jednotlivych typl atomu fosforu, pfifazenych podle Dar & al. (1996).

Vysledky a diskuse

Formy fosforu

Vysledky elementarni analyzy piady, HK a FK jsou uvedeny v Tabulce 1. Pida je velmi ky-
seld, pH v jednotlivych horizontech (pH,,,o/pHc) bylo 3,4/2,7 (F), 3,41/2,7 (H), 3,5/3,0 (A),
3,6/3,0 (E), 3,9/3,5 (B,). Obsah celkového P se v organickych horizontech zvysuje s hloub-
kou z 1,0 na 1,5 g.kg"!, maxima dosahuje v horizontu A. Na vyrazném zvySeni obsahu celko-
vého P v A horizontu se podili pfedev§im nartst organického P. Pfi extrakci podle Bowmana
bylo z jednotlivych horizonwu extrahovdno 78-99 % celkového P. Vyjimkou je eluvidlni ho-
rizont, kde vzhledem k celkové nizkému obsahu P a vyssi prostorové heterogenité dané zvl-
nénym rozhranim humusového a eluvidlniho horizontu je chyba dana vy$§im rozptylem mé-
fenych hodnot vétsi.

Obsah organického fosforu je vyznamny pfedev§im v nadloZnich horizontech O,, O,, O,
a v horizontu A (Obr. 2), pfi¢emZ maxima dosahuje v horizontech O, a A (Tabulka 4 a 5).
Postupny narGst tohoto podilu v uvedenych horizontech (Obr. 3) odpovida vys$§imu stupni
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Obr. 2. — Obsah celkového P a jeho forem v jednotlivych horizontech podzolové pidy s vyznadenymi chybo-
vymi sloupci.

Fig. 2. — The content of total phosphorus and its fractions in individual soil horizons. The error bars indicate
the individual error at 95 %.



Tabulka 1. — Zdkladni charakteristika jemnozemé 1 z pidnich horizonti na TVP Trojmezna hora.
Table 1. — The basic soil characteristics in Trojmezna hora stand.

Horizont' pH C, C N C/IN
H,O I MKCI %
O, 4.35 3.14 39.4+1.1 49.7 1.96 254
0, 3.74 2.74 39.9+0.4 49.0 1.80 26.6
0, 3.74 2.74 35.6+1.3 46.0 1.89 24.3
0, 341 2.75 32.4+1.1 26.6 1.49 17.9
A 338 2.96 17.4+1.3 - - -
E 3.76 3.01 0.53+0.03 0.7 0.13 5.8
B, 3.88 3.45 1.69+0.24 2.4 0.49 49
B,/B, 4.14 3.90 1.38+0.02 - - -
B. 4.39 4.12 1.15+0.03 - - -
" Horizon

humifikace opadu. Zatimco v nadloZnich humusovych horizontech je pfevazuje P, vdzany
v nerozloZené organické hmotg, je vétSina organické hmoty v horizontu A humifikovéna, P,
je zde vazany v humusu (pfedev§im v huminovych kyselindch) a tvofi nejvétsi frakci P, ze
vSech horizonti. V horizontu E se obsah P, prudce sniZuje a v B horizontech je nizky, s vy-
jimkou horizontu B, kde je P, vyrazné akumulovan a vyznamné pfispiva k lokdlnimu maxi-
mu obsahu P,. Pod horizontem B, organického P rychle ubyv4, naopak se zvySuje obsah anor-
ganického P. V horizontu B, je v€Sina P, vdzdna ve frakci O-1 mm (12212 mg.kg"); ve
frakci 1-2 mm bylo zji§téno pouze 171 mg.kg", pfi€emZ primérny obsah celkového fosforu
byl ve frakci 0-1 mm 799 mg.kg"' a ve frakci 1-2 mm 317 mg.kg".

V horizontech B, a zejména B, dochazi k vyrazné akumulaci anorganického P (fosforec-
nanll) zejména v disledku tvorby komplexil se sloueninami AP+ a Fe*, ¢imZ je vyrazné
omezeno vyplavovani P z ekosystému. Tento P miaZe byt v pfirozeném smrkovém lese do-
stupny po vyvratech stromi, pfipadné miZe byt pfijiman hloubéji kofenicimi dfevinami.

Obsah vodorozpustného P, a pristupného P, je ve vSech horizontech pomérné nizky
a s hloubkou se vyrazné sniZuje, coz dokladd zadrZovani P v pidé lesnich ekosystémi. Nej-
vyssi obsah vodorozpustného fosforu byl zjistén ve svrchnich horizontech O,, O,, a O,,, kde
dosahoval 12-18 % P,. V mineralnich horizontech byl jeho obsah nizky (kolem 2 % P)) a jeho
dalsi pokles smérem dolii aZ na 0,8 % P, v horizontu B, doklada, Ze P je v lesnim ekosysté-
mu zachovdvan, jeho pohyb v minerédlnich horizontech padniho profilu je omezeny a vy-
plavovéini zanedbatelné. Obsah dostupného P,, stanoveného katexovou metodou, dosahuje
rovnéZ nizkych hodnot, ¢asto srovnatelych s obsahem P, (Tabulka 3). Obsah fosforu extra-
hovatelného 1 % kyselinou citronovou, ktery je nékdy rovnéZ nazyvéin dostupnym P, protoZe
pH extrakCniho roztoku je srovnatelné s pH kofenovych exudata vétSiny rostlin, byl ve srov-
ndni s metodou katexovou vy3$8i. Znacné vysoky obsah P, v B horizontu ukazuje, Ze do
extraktu 1 % kyselinou citronovou piechdzi ve vzorcich z minerdlnich horizontd v&tsi ¢ast
rostlinam nedostupneho anorganického fostoru. Obsah dostupného P v A, B, a B_ horizontech
podzolové piady (haplic podzol) smrkového lesa, stanoveny pomoci aniontové vymé&nné
membrany, uvadéji CLEGG & GoBraN (1997). V A horizontu dosahoval 23 % celkového P,
v B, horizontu 9 % a v B, 4 %. Tyto vysledky odpovidaji citratovému vyluhu pouze v A ho-
rizontu (18 % celkového P), v B-horizontech poskytuje tradi¢ni citritova metoda hodnoty P,
vy38i, katexovd metoda hodnoty niZsi (Tabulka 3). Podobny trend obsahu P, ve vybranych
horizontech vyrazného Zelezitého podzolu TVP Pod Kouli v Krkonosich pozorovali PobrAz-
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Fig. 3. - The P_ /P and P_ /P, ratios in the profile of ferro-humic podzol in Trojmezna hora stand. (P, = inor-
ganic P).

Tabulka 2. — Obsah fosforu ve vybranych frakcich pidni organické hmoty (primér a smérodatna odchylka
vybéru).

Table 2. — Phosphorus content in individual fractions of soil organic matter (mean + individual standard
deviation).

Horizont Humin HK FK bitumeny
mg.kg’ mg.kg’! mg.kg! mg.kg!
0, 2361196 128331
0, 57614 1549+6 11117
O, 635+1 2205+4 10376
O, 73110 1569+59 876x1
A 843+33 1721+59 71710
E 171114
B, 6118+179 533+3 509+20

SKY & VACEK (1994); jimi uvadéné hodnoty jsou vSak patrné v disledku odli¥ného postupu
stanoveni podstatné€ niZ8i (maximdlni 36,7 mg.kg"! P v O,,, horizontu), coZ znemoziiuje pro-
vést srovnani dostupnosti P na stanovistich.

Uvedené vysledky ukazuji, Ze podobné jako severské maji i nae horské lesni ekosystémy
vyvinuty G¢inné mechanismy proti ztrdtim P z ekosystému. Diferenciace ptdnich horizonti
humuso-Zelezitého podzolu se vyrazné projevuje v distribuci jednotlivych forem fosforu
v padnim profilu, jeZ dokldda mechanismus retence P v ekosystému. Podrobné analyzy ptd-
niho systému ukdzaly, Ze biologické a geochemické procesy, vrstevnaté rozloZené v piidnim
profilu, reguluji retenci P, takZe i pfes velké interni toky fosforu v ekosystému pouze



Tabulka 3. — Obsah frakci puadniho fosforu (primér+individudlni smérodatnd odchylka vybéru)
v jemnozemi I jednotlivych horizontll podzolu na TVP Trojmezna hora. Frakce fosforu: P, - celkovy P; P~
organicky P, P_ - extrahovatelny dle Bowmanna; P, - vodorozpustny; P, — dostupny; P~ extrahovatelny %
kyselinou citronovou.

Table 3. — The content of phosphorus fractions in individual soil horizons in Trojmezna hora stand (me-
anxindividual standard deviation). Phosphorus fractions: P, — total P; P — organic P, P, - P extractable by
Bowmann’s method; P — watersoluble P; P_ - available P; P, ~P extractable by 1 % citric acid.

Horizont' P i P, | s | P, | P, 1 citr
mg.kg!

0, 962+44

9} 930+10 869+21 361+2 143+19 128+13 206+10

0, 107246 951435 328+41 196+33 203+38 331+21

0, 1027+13 101529 32162 13243 139+1 229+4

0, 111816 1044+36 324+107 139+1 1365 206+21

0,/(A) 1509+31 1420+9 81419 - - 172+4

A 1349+59 1226+45 625+7 44x1 43+1 -

A /(E) 699+11 32145 219+3 - - -

E 288+20 103+2 466 40 S5+l 145

E 227+34 177£26 13 +1 4+0 5+1 11+3

B, 812+50 573£30 338+53 100 18+2 1472

B, 683+2 460+2 90+9 420 12+1 165+4

B, 924+4 73747 41+2 - - 345+24
"horizon

0,007 kg.ha' P roéné€ unikd v povrchovych vodach pfi primérné koncentraci fosforu
< 1 mg.l" (Woop & al. 1984). Hrabanka, obsahujici vysoké pocty baktérii a zejména houbo-
vych hyf a charakteristicka hustym prokofenénim a minimalnim obsahem volnych iontl Fe**
a Al*, je vrstvou s intenzivnimi biologicky fizenymi transformacemi P, av§ak s minimalnimi
moZnostmi ovliviiovat koncentraci P v plidnim roztoku geochemicky. Naproti tomu podloz-
ni horizonty B s vysokym obsahem volnych iontd Al* a Fe3* a minimalnim prokorenénim
i poéty mikroorganisml udrZuji nizky obsah P ve vodném roztoku geochemicky, coz ma
zvlaStni vyznam po smyceni nebo poSkozeni lesa, kdy je funkce nadloZzniho humusu narude-
na a mineralizovany fosfor (anorganické fosfore¢nany) migruje do B horizontu, kde je fixo-
van geochemicky v minerédlech obsahujicich Al**, Fe**, popfipadé Ca?, a na rozdil od ostat-
nich Zivin nebyva vyplavovan (Woop &. al. 1984). V prirozenych lesnich ekosystémech se
anorganicky fosfor akumulovany v B horizontu podzolové pidy dostavé pfi vyvratech k po-
vrchu a mizZe tak vyznamnym zplsobem pfispivat k vyZivé semendckil z naletu. Retenci fos-
foru ve zralém lesnim ekosystému na typickém podzolu (lithic haplorthod), vytvofeném na
glacidlnich jilech s dobfe vyvinutym nadloZnim humusovym horizontem doklada Yanar
(1998). Porost s dominantnimi druhy Picea rubens Sarg, Abies balsamea Mill. a Betula
papyrifera Marsh. pobliZ experimentalni stanice Hubbard Brook ve vy$ce 750 m n. m byl
smycen v dob& vegetacniho klidu, pficemzZ bylo odebrano 50 kg P.ha''. PrestoZe export ostat-
nich Zivin z ekosystému prudce vzrostl, ztraty P v odtoku a sedimentech zistaly zanedba-
telné. Vyplavovani P z hrabanky do mineralnich horizontd v prvych dvou letech po smyce-
ni bylo sice vys§i neZ v neposkozeném lese, narlst vyplavovani P vSak byl mnohem niZsi
(0,7 kg.ha'! rok™') neZ zjiStény pokles pfijmu P vegetaci z hrabanky (4,8 kg.ha' rok™).

Husté prokorenéni smrku v organickych horizontech spolu s aktivnimi mykorrhizami na-



Tabulka 4. — Obsah frakci ptdniho fosforu v jednotlivych horizontech podzolu na TVP Trojmezna hora vy-
jadreny jako zlomek celkového P. Oznaleni frakcei viz v Tabulce 3.

Table 4. — The content of phosphorus fractions in individual soil horizons in Trojmezna hora stand (as a % of
total P). For abbreviations, see Table 3.

Horizont' P, P P, P, l P
%

O - - 154 13.8 22.2
O, 88.7 25.1 18.3 18.9 30.9
0, 98.7 31.2 12.9 13.5 223
0, 93.4 28.9 12.3 12.2 18.4
O/A 91.1 52.2 - - 11.1
A, 90.9 46.3 33 32 -

A/E) 459 31.3 - - -

E 35.8 16.0 1.4 1.7 4.9
E 78,0 5.7 1.8 2.2 4.8
B, 70.6 41.6 1.2 2.2 18.1
B, 67.3 13.2 0.6 1.8 242
B 79.8 4.4 - - 37.3

' horizon

poméhd retenci zna¢né ¢asti fosforu uvolnéného pii dekompozici opadu a jeho vyuZiti poros-
tem. UrCitd ¢ast mineralizovaného P je pfijata mikroorganismy, vyznamny podil fosforu
v horizontech O a A je pred vyplavovanim chranén humifikaci. Cast humifikovaného P, va-
zand v dobfe rozpustnych fulvokyselinach a ve frakci ,,lehéich* huminovych kyselin, postu-
puje piidnim profilem a je zadrZena v horizontu B,. Fulvokyseliny sehravaji kli€ovou tlohu
pfi transportu fosforu a ostatnich Zivin z horizontu E do hlubsich horizont (ScHoeNau & BET-
TANY 1987) a za urcitych okolnosti pravdépodobné i do povrchovych vod. Rozvrstveni biolo-
gickych a geochemickych procest transformace P se promita i do frakéniho sloZeni fosforu
v jednotlivych horizontech. WiLLiams (1996) zjistil, Ze v humusovém horizontu lesa s Picea
sitchensis (Bong.) Carr. se organicky P podili 65 % na P, pouzival v§ak metodu zaloZenou
na kyselé extrakci a Zihani vzorku pfi 550 °C, kterd zfejmé vede k nadhodnoceni P,_. CLEGG
& GoBraAN (1997) uvadégji, Ze v A, B, a B, horizontech smrkového lesa v JZ Svédsku tvori
organicky fosfor 68, 58 a 57 % celkového fosforu v uvedenych horizontech. Vyssi hodnota
ve srovndni s nadimi vysledky je ddna odliSnym postupem stanoveni, pfi jehoZ pouZiti miZe
byt jako organicky P stanoven i P vdzany v organominerdlnich komplexech, jejichZ ¢ast pre-
chazi do NaOH extraktu a v kyselém prostfedi se sraZi spolu s huminovymi kyselinami.
U horizontl nadloZniho humusu zistdva ¢ast organického fosforu vazana v nerozpustnych
huminech, které obsahuji 0,576-0,731 g P v 1 kg suSiny (Tabulka 2), a v nerozloZeném opa-
du (0,550-0,650 g P v 1 kg).

Nejvice fosforu ze vSech zkoumanych frakei pidni organické hmoty obsahuji huminové
kyseliny (Tabulka 2). HK izolované z hrabanky obsahovaly 1,5-2,4 g.kg' P, v horizontech
O,, A a E byl obsah P v HK 1,6-1,7 g.kg". Extrémn& vysoky obsah fosforu 6,1 g.kg" mad
HK izolovana z horizontu B, kterd v3ak obsahuje vyssi podil organominerlnich komplexd,
jez fosfaty vaZzou. Naproti tomu fulvokyseliny jsou frakci ptidni organické hmoty s nejniZ§im
obsahem fosforu — FK z horizontu B, obsahuje jen 0,5 g kg P.

Zajimavy pribéh m4 zavislost obsahu P v bitumenech na hloubce jednotlivych horizonta.
Ve svrchnim O, horizontu dosahuje témér 1,3 gkg' P a postupné se sniZuje na hodnotu zjis-



ténou u FK (Tabulka 2). Bitumeny, zejména ve svrchnich pidnich horizontech, obsahuji prav-
dépodobng vétsinu P vizaného ve fosfolipidech a latkach pfibuznych, coZ znamend, Ze
obsah P v bitumenech miZe indikovat biologickou aktivitu daného horizontu. Obsah fosfo-
ru v huminech je pomérné nizky, s vy$$im stupném humifikace se zvySuje aZ na maximum
0,84 g.kg' v horizontu A. Ze vzorki z hlubSich horizontl se nepodafilo humin separovat,
s pfihlédnutim k celkové nizkému obsahu uhliku v téchto horizontech vSak zfejmé neni po-
dil fosforu vdzaného huminy v horizontech E a B vyznamny. Obsah fosforu v ¢asti opadu
z organickych horizontd, zbylé po extrakci FK, HK a separaci humini, je podobny obsahu P
v huminech - v O;, a O, horizontech bylo zjisténo 0,550+0,001 a 0,648+0,004 g.kg' P.
Z uvedenych vysledki je zfejmé, Ze nejvyznamnéjsi frakei pidni organické hmoty z hledis-
ka vazaného fosforu jsou huminové kyseliny. Ke zji§téni povahy fosforu vdzaného v HK jsme
u HK izolované z horizontu O,, pouZili *'P NMR spektroskopii.

3P NMR spektrum huminové kyseliny

3P NMR spektrum HK z O, horizontu je na Obr. 4, integrované intenzity pro jednotlivé sig-
naly uvéadi Tabulka 5. Pfifazeni signala jsme provedli podle prace Dar & al. (1996) s vyjim-
kou pasu 1,5-3 ppm, ktery autofi nepozorovali; jiné prace tento signdl popisuji, avsak identi-
fikace tohoto typu atomu P nebyla dosud provedena. Hrani¢ni hodnota signdlu mezi touto
frakci a frakci zahrnujici monoestery fosfore¢nand zfejmé zavisi na pH roztoku a pova-
ze huminové kyseliny. RaNDALL & al. (1997) povaZuji za hranici mezi signaly téchto frakci
2,5 ppm, CADE-MENUN & PRESTON (1996) a Dar & al. (1996) hodnotu 3,0, kterou jsme pouZi-
1i v této praci. Rozdily plynouci z odliSné analyzy spekter mohou komplikovat srovnani vy-
sledkd riznych autord.
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Obr. 4. - *'P NMR spektrum huminové kyseliny izolované z horizontu O, humuso-Zelezitého podzolu na
Trojmezné hore.

Fig. 4. — The *'P NMR spectrum of humic acid isolated from O, horizon of ferro-humic podzol in Trojmezna
hora stand.



Pro stanoveni jednotlivych frakci pidniho fosforu pomoci *'P NMR spektroskopie se ¢as-
to pouZziva extrakce v 0,5 M NaOH. Nevyhodou tohoto postupu je extrakce méné nez 50 %
celkového P u nékterych pid (Cabe-MeNuN 1995), moZnost hydrolyzy extrahovanych humi-
novych kyselin v silné alkalickém roztoku a podobné jako u nékterych jinych extrakénich
¢inidel soucasna extrakce paramagnetickych ionti, které sniZuji rozliSeni NMR spekter. Pro
kanadské podzolové piidy ve zralych lesnich porostech s dominantnim tisovcem Tsuga hete-
rophylla (Raf.) Sarg. a zeravem Thuja plicata Don. uvadi CADE-MENUN (1995), Ze smés
NaOH-EDTA extrahovala nejvétsi podil pidniho P a vétSinu druhii/forem P ve srovndni
s 0,25 M NaOH, roztokem Chelexu i roztokem Chelexu v 0,25 M NaOH. Domniva se rov-
néz, Ze pouZiti smé€si NaOH-EDTA sniZuje stupeii hydrolyzy, vypocitany z poméru obsahu
diesterd a monoesterdi. Nicméné rozliSeni NMR spektra bylo hor3i neZ u jinych extraktanti.
Extrakce vzorki lesnich pid smési Chelex + NaOH poskytovala velmi ostré signaly, extra-
hovala vSak pouze 23-35 % P,. Nejhife rozli§ené signaly *'P NMR spekter poskytuje extrak-
ce smési 0,5 M NaOH + 0,1 M EDTA (1:1), pfi niZ do extraktu pfechazi vét3i podil Mn; toto
¢inidlo vSak zaroven extrahuje nejvyssi podil pidniho P (71-90 %) v&etn& polyfosfatd. Srov-
ndni *'P NMR spekter riznych pid a jejich interpretaci z hlediska kolob&hu P je tieba prova-
dét obezfetné, protoZe riizné zplisoby extrakce poskytuji odli¥né vysledky zastoupeni jednot-
livych forem fosforu (Cabpe-MENUN & PREsTON 1996). Pro stanoveni jednotlivych frakei
organického fosforu v humuso-Zelezitém podzolu jsme zvolili preparit huminové kyseliny,
kterd byla z pidy extrahovdna za pomérné Setrnych podminek a pfi ¢iSténi byla zbavena
paramagnetickych iontd a jilovych pfimési, jeZ by zhorSovaly rozlifeni NMR spekter.
V 3P NMR spektru (Obr. 4.) lze rozlisit hlavni signdly v oblastech okolo 0,8 ppm
a 5-7 ppm, a minoritni signdly pfi 20 a -20 ppm.

AP NMR spektrum studované huminové kyseliny obsahuje s vyjimkou signélu difosfore¢-
nanil viechny typy atomi fosforu, vyskytujici se v pidni organické hmot&. Velmi dobré roz-
liSeni signall je dano vysokym stupném Cistoty HK, kterd na rozdil od piidnich extraktd ob-
sahuje jen malé mnoZstvi litek, zhorSujicich rozliSeni spektra (ionty Mn?, Fe** apod.). HK
obsahovala nejvice fosforu vizaného v diesterech orthofosfore¢nanu (35,6 %). Vysoké za-
stoupeni maji v HK atomy anorganického orthofosfore¢nanu, jejichZ ¢ast miZe pochézet
z Caste¢né hydrolyzy esterd orthofosfore¢nanu, jiZ nelze ani pii Setrné izolaci HK z pdni or-
ganické hmoty vyloucit. Vyznamny podil tvofi monoestery orthofosfore¢nanu (18,8 %). Spo-

Tabulka 5. - Relativni intenzita a pfifazeni P NMR signald.
Table 5. - Relative intensity and assignment of >'P NMR signals.

Signdl' |rel. intenzita® prizazeni dle® Dar & al. (1996)

ppm %

15-20 2,8 fosforitany*

55-7 313 anorganicky orthofosfore¢nan’

3-5.5¢ 18,8 monoestery orthofosfore¢nanu (inositolfosfity, fosfore¢né estery sacharidd,
mononukleotidy)®

1.5-3 10,6 neidentifikovano’

1-(-2) 35,6 diestery orthofosfore¢nanu (fosfolipidy, DNA a RNA)*

-3.5-(-5) 0,0 difosfore¢nan’®

-6-(-23) 1,0 polyfosfore¢nany (ATP, ADP)!°

" signal; Zrelative intensity; * assignment after; * phosphonates; *inorganic orthophosphate; ¢ orthophosphate
monoesters (inositol phosphates, sugar phosphates, mononucleotides); ” non-identified; ® orthophosphate
diesters (phospholipids, DNA and RNA); ° pyrophosphate; ' polyphosphates.



lu s neidentifikovanymi atomy P se podileji uvedené tfi formy 96,3 % na celkovém obsahu P
v HK. Signaly fosforitani a polyfosfore¢nanii jsou minoritni, po ziskani vétSiho souboru
spekter v8ak mohou slouZit jako vyznamny pedogeneticky indikator, nebot se ve spektrech
nevyskytuji pravidelné.

Dal & al. (1996) nalezli pyrofosfore¢nany (5-19 % P,) a polyfosfore¢nany (5-13 % P)
prevazné v extraktech z hrabanky s vyjimkou jediného profilu, kde se pyrofosfore¢nany aku-
mulovaly v horizontu B, . Stopy (~ 2%) fosforitanil zjistili pouze v O, horizontu. Tyto vysled-
ky ukazuji, Ze pro distribuci riznych frakci (typi atomi) fosforu v podzolovych pidéch je
rozhodujici biologicka aktivita, obsah extrahovatelného Fe, strukturni charakteristika slou-
enin P a hodnota pH. Pro distribuci monoestert a diestert orthofosfore¢nanu v piidnim pro-
filu jsou vyznamné procesy hydrolyzy, adsorpce a vyplavovani. Napiiklad diestery orthofos-
fore¢nanu zpravidla podlehnou hydrolyze dfive, neZ dosahnou horizontu B,,, byly vSak
zji8tény i vyjimky, kdy naopak diestery orthofosfore¢nanu predstavovaly nejvétsi podil P
v B, horizontu. Diestery fosfitového iontu (se signilem okolo 0 ppm) jsou pomérné dostup-
nou frakci puidniho P, ktera byva nachazena v neobdéldvanych pidach oblasti s vySSim srdz-
kovym dhrnem. V piipadé naruseni ekosystému nebo pfi jeho kultivaci zpravidla mizi. Pady
piirozenych ekosystémi mivaji niZ§i zastoupeni orthofosfatovych signalt a vyssi diverzitu
forem fosforu, zvlasté tehdy, je-li dekompozice omezena chladem a vlhkem (Preston & Tro-
Fymov 1998). Zastoupeni jednotlivych typl atomu P, stanovené z 3'P NMR spekter humino-
vych kyselin odraZi vliv klimatu, mikrobialni aktivity a pravdépodobné rovnéz porostu a zfej-
mé se v budoucnu uplatni jako vyznamny bioindikdtor v pedologii.

Zavéry

1. Obsah celkového P se v organickych horizontech humuso-Zelezitého podzolu zvySuje
s hloubkou z 1,0 na 1,5 g.kg"', maxima dosahuje v horizontu A. Na vyrazném zvySeni obsa-
hu celkového P v A horizontu se podili pfedev§im nartst organického P, coZ lze vysvétlit tim,
Ze v tomto horizontu je vétSina organické hmoty humifikovéna a P, je vazany v humusu
(pfedevsim v HK), nikoli v nerozloZené organické hmot€, jako tomu bylo u nadloZnich hu-
musovych horizontd. Dal§i podobné maximum obsahu P, Ize pozorovat v horizontu B,,
kde k nému vyznamné pfispivé akumulovany P_ . Pod horizontem B, organického P rychle
ubyvé a postupny narlst obsahu celkového P je dan akumulaci anorganickych orthofosforec-
nantl.

2. Organicky P je vazdn zejména v humusovych horizontech. Organické horizonty O,, O,
O, a humusovy horizont A obsahuji vyznamny podil P v organické formé; smérem do hloub-
ky se obsah P, sniZuje, v horizontu B, dochézi k vyrazné akumulaci organického P, kterd se
promitd do narustu obsahu celkového P v tomto horizontu.

3. S vyjimkou eluvidlniho horizontu, kde vzhledem k celkové nizkému obsahu P je chyba
stanoveni vy$§i stejné jako prostorové heterogenita na rozhrani humusového a eluvidlniho
horizontu, bylo pfi extrakci P dle Bowmana z jemnozemé jednotlivych horizontl extrahové-
no 78-99 % celkového P.

4. V eluvidlnim horizontu E byl zji§tén nejnizsi obsah vsech forem P z celého pddniho
profilu.

5.V horizontech B, a zejména B_ dochazi k akumulaci anorganického P (fosfore¢nanii)
pfi tvorbé slouenin s ionty Al* a Fe, ¢imZ je vyrazn€ omezeno vyplavovani P z ekosysté-
mu. Tento P miZe byt v pfirozeném smrkovém lese dostupny po vyvratech stromt, pfipadné
pro hloubéji kofenici dreviny.

6. Nejvice fosforu ze vSech zkoumanych frakci pidni organické hmoty obsahuji huminové
kyseliny. Obsah fosforu ve fulvokyselindch byl podstatné niZsi, obsah fosforu v bitumenech
se s hloubkou sniZuje.



7. Huminové kyseliny poskytuji 3'P-NMR spektra s vy§§im rozliSenim neZ pfimé extrakty
ptd, zejména pro nizky obsah paramagnetickych latek (ionty Mn*, Fe** apod.).

8. Huminova kyselina izolovana z O, horizontu podzolové plidy smrkového lesa obsa-
hovala nejvice fosforu vazaného v diesterech orthofosfore¢nanu (35,6 %) a anorganickych
orthofosfore¢nanech, z nichZ ¢ast miZe byt produktem parcidlni hydrolyzy esterd orthofos-
fore¢nanu. Vyznamny podil (18,8 %) tvofily monoestery orthofosfore¢nanu. Signély fosfori-
tand a polyfosforecnanl byly minoritni.

9. Zastoupeni jednotlivych typt atomu P, vypocitané z *'P NMR spekter huminovych ky-
selin, se maZe uplatnit v pedologii jako vyznamny bioindikator, nebot odrdZi vliv klimatu,
mikrobidlni aktivity a pravdépodobné rovnéz porostu na humifikaci opadu a mineralizaci
pidni organické hmoty.

10. Diferenciace ptidnich horizontd humuso-Zelezitého podzolu se vyrazné projevuje v dis-
tribuci jednotlivych forem fosforu v pidnim profilu, jeZ doklddd mechanismus retence P
v ekosystému. Zajimavé poznatky pfinese studium tohoto mechanismu a srovnani dostupnos-
ti P v padach horskych smrkovych porostli vystavenych rizné depozici N.

Podékovini. Tato prace vznikla jako soudast projektu &. 206/94/0832, podporovaného Grantovou agenturou
Ceské republiky.
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