Pedobiologické metody

Vzorkovani pudni fauny
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Pedobiologické metody

Vzorkovani pudni fauny:

1) Usporadani odbéru vzorku/u v prostoru a ¢ase (sampling design)
2) Odbér substratu (pudy, opadu — ,hrabanky*)

3) Uskladnéni pudnich vzorku

4) Extrakce zivocCichu z pudy (vypuzeni, oddéleni od substratu)

5) Uskladnéni vzorku (extrahovanych zivocCichu)

6) Zpracovani vzorku fauny (vybrané skupiny zivocichu)



Pedobiologické metody

Vzorkovanl pudm fauny sondy pro mesofaunu
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Pedobiologické metody

Vzorkovani pudni fauny: pudni jadra ze sondy pro mesofaunu
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Fig. 28. Soil corers. @ and b. The O’Connor split corer: a. showing compartments (after
O'Connor, 1957); b. assembled. ¢. Soil corer with sample tubes (after Dhillon & Gibson
1962). d. Soil corer for the canister extractor (after Macfadyen, 1961).
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Vzorkovani pudni fauny




Pedobiologické metody

Vzorkovani pudni fauny: sonda / vykrajovac drnu pro
makrofaunu
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Vzorkovani pudni fauny




Pedobiologické metody
Fyzicky narocne vzorkovani pudni fauny si zada své
— prestavky na obderstveni!
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Extrakce pudnich vzorku: mokra / sucha

B—~ zarovka
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tlacka - = 2cm

Baermannova nalevka

- Mokra extrakce v nalevce
- ,Wet Funnel Extraction”
(zahfivani zhora neni bezpod-
minecné nutné, chlazeni zdola
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- Nematoda (Bearmann)

- Enchytraeidae (O’Connor)
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zaslepeny Cernou latkou €i
papirem)

| - o
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Mokra extrakce pudnich vzorku
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Sucha extrakce pudnich vzorkd (makrofauna):
Kempsonuv aparat (Kempson Apparatus)
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Fig. 35. Kempson bowl extractor (after Kempson, Lloyd & Ghelardi, 1963).
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Sucha extrakce pudnich vzorku: Aparat na soubéznou extrakci
velkeho poctu mensSich vzorku podle MacFadyena.
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a) Cold water bath “:’"l- “'..‘- L ‘
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Fig. 34. Multiple canister extractor (after Macfayden, 1961): a. canister, core and sieve
plate; b. whole apparatus.
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Sucha extrakce pudnich vzorku

durchsichtig gezeichnete
Kastendecke

Entlaftungsschacht
Geblase, gekoppelt mit dem
/Thermostcten des Heizgerates

Verteiler -
[
Cy

Heizgerat mit Thermostat

Neonteuchte 1m

120 et e e
Kastendecke mit refleitierender
Veég;gfmﬂgs' Atufolie
: = ea» o> *
matp |
einsteckbare i
Thermomet i @ S

SScm

5

18 cm

lose eingepalite

herausziebdre Trichterhatterung
Trichter : 16 bzw. 20 cm @, aus
Kunststoff, aufien mit schwarzem
Tonpapier uberzogen

Stutze

dunkel gestrichener
Sammelrgum mit
Autfanggtaschen

Extrakéni aparat pro suchou extrakci velkych sérii
vzorkld (Kempson, MacFadyen)
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Sucha extrakce pudnich vzorku

Kempsonuv aparat pro suchou extrakci sérii velkych
pudnich vzorku (foto: Gerhardt Elsner)

MacFadyenUv extraktor
pro suchou extrakci
malych pudnich vzorku
(foto: ecoTech)
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Sucha extrakce pudnich vzorku
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Fig. 32. A large Berlese funnel with modification.
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Sucha extrakce pudnich vzorkd se zahrivanim zhora:

r\_\( poklop se zarovkou

télo extraktoru

—

pudni vzorek
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sbérna nadoba s fixacnim 14 -
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Fig. 4. Changes in temperature both nside and outside the heat-
extractor during extraction.
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Sucha extrakce pudnich vzorku: jednoduchy tepelny extrakéni aparat
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Fig. 3. Efficiency (%) of the heat-extractor for selected groups of soil invertebrate fauna (mean+ S. E). Total number of animals used

for testing the efficiency of heat-extraction in three soil samples: Isopoda 85, Acarina 93, Aranez 39, Chilopoda 56, Diplopoda 30,
Collembola 97, Coleoptera 90, Formicoidea 28.

Uginnost (% extrahovanych jedinct z celkového poctu piitomnych) tepelného extraéniho
aparatu pro vybrané skupiny pudnich bezobratlych (pramér +/- SE). Celkem nasazeno
jedincu: 85 stinek, 93 roztocu, 39 pavouku, 56 stonozek, 50 mnohonozek, 97 chvosto-
skoku, 90 broukt a 28 mravencu ve tfech pudnich vzorcich.
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V

Vypuzovani zizal z pudy prfimo v terénu: Elektro-oktetova metoda

Dale:
- vypuzovani roztokem formaldehydu (cca 0,4%)

- vypuzovani suspenzi horcice Ci roztokem allylisothiocyanatu (AITC)
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Extrakce zizal z pudy: srovhani metod
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Fig. 1. Efficacy of expulsion methods for earthworms in a temperate
meadow 501l 1n non caleenic cambisol: (2) total abundance; (b) abundance
of adults; and (c) abundance of juvemles. Symbols represent the sample
means (7 = &), error bars cover the 95% confidence interval. AITC = allyl
1sothiocyanate, FO = formaln, numbers m abscissa tick marks are
dosages (mM for AITC, % for FO).

T Coja et al | Ecotoxicology and Environmental Safety 71 {2008) 552-565
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Pedobiologické metody
Extrakce zizal z pudy: srovnhani metod
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Fig. 2. Efficacy of expulsion methods for earthworm biomass m a
temperate meadow soil. See Fig. | for symbols and abbreviations.

T. Coja et al | Ecotoxicology and Environmental Safety 71 {2008) 552-565
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Extrakce zizal z pudy: srovnani metod — vedlejSich ucinku na jiné
nez cilové organismy (zizaly)

Tahle &
Method efficacy for recovering eanbworms and long-term nontarget side effects in a tempemte meadow soil

I thod s Extraction efficacy Collemboly Gamasida Oribatida Total - G+ PLFAs Ectomycormrhizal and saprophytic  Arbusculas Actinomicetes  Plamt Plam
PLFAs PLFAs fungi FLFA mycorrhizal PLEA PLFAs roota  ahoots
Total  Adult  Juvenile

AITC {mbdj

0.23 + + + — — — - - - - — - - —

0.5 + ++ o+ - + - - - - - - - - -

1.0 + ++ o+ - - - - - - - - - - -

20 + + + - - - - - - - - - - -

4.0 + + + - + + - - - - - - - +

0.1 + ++ o+ - - - - - - - - - - -
Fommalin (%)

0.2 + ++ o+ - - - - + - - + - - -

0.4 + ++ o+ - - - + + + - + - - -

0.8 + ++ o+ - - - + + + - + - - +

1.6 + + + - —_ - - + - - + - - +
Oictet ++  + ++ - - - - - - - - - - -
Waten {0 {0 1] - - - - - - - - - - -
Handsorting ++ +++ ++ { { ! ( ! !
Fempaon +++ +++ +++
Extraction efficacy: + = low efficacy; + + = madium efficacy; + ++ = highefficacy, 0= noearthworms expelled. Montarget effects: — = nonegative long-term offects olserved; + = negative long-

torm effects observed; | = destructive methods, po pesibility to olsere pontarget effects. AITC = ally] isothiooyamate.

T. Caja et al | Ecotoxicology and Environmental Safety 71 (2008) 552-565
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Extrakce zizal z pudy: srovnani metod — vedlejSich ucinku na jiné
nez cilové organismy (zizaly) — zde na mikroorganismy
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Fig. 3. Discnminant analysis of 26 PLFAs: (a) short-term effects and (b)
long-term effects of expulsion methods for earthworms on phospholipd
fatty aads. Symbols represent the sample means (n = RB); the vanance of
the eigenvalues 15 added on the axis labelling (in brackets). AITC = allyl
wothiocyanate, FO = formalin, numbers behind the abbreviations are
dosages (mM for ATTC, % for FO).

T. Caja et al | Ecotoxicology and Environmental Safety 71 {2008) 552-565
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kokon U pilatek podle McLeoda.

Metoda sitové flotace: funkéni schema kaskady sit (podle Behre 1987);
AS — zachytna miska, ASS — sediment v zachytné misce, BM — padni
material, R — kruh pfivodu vody, SG - sito (gaza), SH — uchyceni sita,
SS — sitova miska, WU — pfepad vody, WZ — pfitok vody
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Mokra extrakce pudnich vzorku: Flotace
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Fig. 30. a. Soil washing apparatus (modified from Salt & Hollick, 1944). 4. Ladell can and
associated equipment during the air agitation phase of flotation (diagrammatic).



Pedobiologické metody

Efektivita metod pro ziskani
kvantitativnino odhadu populacni
hustoty tfi skupin pudni makro-
fauny (Clenovcu): zemni pasti,
pudni vzorky s naslednou suchou
extrakci se zahfivanim, prosevy
opadu a individualni (rucni) sbér
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Pedobiologicke metody

Emergencni pasti:
Pozemni fotoeklektory

S (v
T

c
Fig. 1a—c. Ground photo-eclector (emergence trap). a) total view; b) sampling box (light
trap) with pipes and uppet metal construction; ¢) pitfall trap (sectlonal diagram); particulars
see text

Funke, W., 1977: Food:and energy tUrnover of leaf-eating insects and their influence on
primary production. In: Ellenberg, H. (ed.) Integrat  ed Experimental Ecology
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Emergencni pasti: horni (,hlavova®) zachytna nadoba fotoeklektoru

plastovy prahled 5 qqvitné viko

i korkova zatka

vnéjsi valec
plastova déza
fixaCni tekutina

spojovacl cast vnifni valec — = T

| fixacni tekutina

nastavec (trubka)

kovova trubka

tchyt (kruhovy pasek) kuzel stanu an M_J_,-'"r
l -\‘L'III--' ................. g
kuzel stanového platna T
: . , , , !
Vlevo jedna z puvodnich konstrukci (70. Iéta; Funke 1977), /
vpravo nahofe modernéjsi konstrukce (od 80. let), /
vpravo dole fotografie komeréné vyrabéné hlavové zachytné N o

nadoby (Behre — ecoTech) 7
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Cellulose acetate
muslin topped cylinder

. that #?ts tightly A&
onbrass ring

Brass ring Chipboard annulus

Wood strutin

each corner ~., _~Muslin

“.. Wooden batten
~.. fastening musiin

Angle alloy at edge _

corner; tapered at Aluminium alloy
base todrive

into soil Lower edge should

be driven into the

\V | y gr“ouna’ o prevent

gscape

Fig. 26. A ‘tent’ for sampling strongly phototactic animals from herbage. A sagittal
section through one corner and a side, with sketches of its appearance, shrouded and
unshrouded. ‘

Southwood, T. R. E., 1966: Ecological Methods



Pedobiologické metody

Emergencni pasti: Pozemni fotoeklektory
(zde s vlozenymi segmenty padlych kmenu, od pUidy izolovano pomoci jemné gazy
- ,monofilu“ - z umélého vidkna)




Pedobiologické metody

Emergencni pasti: Pozemni fotoeklektory

(zde umisténé nad parfezem, od pudy izolovano zalitim sadrou)
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Predchudce fotoeklektoru:
.Klec potazena gazou (monofilem) |

.‘-_-'-_-3.‘_. -

|

Derksen, W., 1941:
Die Succession der pterygoten
Insekten im abgestorbenen
Buchenholz.
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a) Uzavreny kmenovy
fotoeklektor k umisténi na

padlé kmeny (klady)
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a) Otevieny kmenovy
fotoeklektor k umisténi na

padlé kmeny (klady)
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Stromovy (= arborealni) fotoeklektor
-otevieny (Funke, 1977; Dykyjova et al.,
1989)
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Baumstomm
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~Abb, 27: Konstruktionsschema eines Stammeklektors nach MUHLENBERG 1976
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Stromovy (= arborealni) fotoeklektor
-otevieny (podle Mihlenberg, 1976)




Pedobioloqické metody
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q

‘V

. ‘- : - R S\
-/ laa)
. B : I
. . R\ S
. . c e .\\
x ol
,
I\ :

1989.)

Uzavieny stromovy fotoeklektor

Otevieny stromovy fotoeklektor

(Vyrobek firmy Behre; Mihlenberg, 1989)
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o Abb. 31a: Borkenemergenzeklektor (BEE).

Abb. 30: "Emergence trap AP = Auffangflasche aus Polyethylen (mit Fangfliissigkeit)
‘for bark dwelling insects" BW = Baumwachs, Silicon

. nach GLEN (1976). o D = Drehverschlup

PU = Polyurethranschaummar{tel

it



Pedobiologické metody

Pokusy s opadovymi pytliky (litter bags):
Zkoumani prubéhu rozkladu a vlivu pudnich organismu na né;

(rGzné jemna gaza dovoluje pfistup pouze fauné do urcité velikosti — pozor vSak na zménu

mikroklimatu — zvySenou vihkost!)

0000
000

Jeden z pokrocilych typu opadovych pytlikd (jednodusSi manipulace)



Pedobiologické metody

Pokusy s opadovymi pytliky (litter bags):
Zkoumani prubéhu rozkladu a vlivu pudnich onismL‘] na nej

,Opadovy pytlik"
zde s buni €inou
misto opadu,
vlevo po expozici,
vpravo p red ni.

T Umisténi ,opado-
vého pytliku*

s buni €inou ve

vrstv & nadlozniho

humusu jehli €énatého

lesa.

Opadove pytliky
na sklizeném poli



Pedobiologické metody

Pokusy s opadovymi pytliky (litter bags):
Zkoumani prubéhu rozkladu a vlivu pudnich organismu na né;

TG [%Einw.]

188 | — Basaltkuppe
b --- Mittelhang
20 | — Kalk—
60 1] Tallage
50 114
40 1 B\

30 1 |

20 ¢
10 ¢
0

100 200 !
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0

1.11.89 —]

Rozklad listi kopfiv v riznych polohach na
svahu podél gradientu pH od ¢edic¢ového
vrSku pres stfedni svah aZ po Upati na
vapenci. Sucha hmotnost v % pUvodni
suché hmotnosti, expozice v poctu dni,
nejvetsi oka.

TG [ZEinw.]
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90 - — Blatter | Feinwurzeln |
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o f|\
50 1
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400
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Rozklad riznych typu kopfivového opadu na

upati kopce (viz vlevo): listy, stonky, jemné kofinky,
Silngjsi kofinky; v % puUvodni suché hmotnosti,
expozice v poctu dni,nejvétsi oka.



Pedobiologické metody

Test s navnadovymi prouzky (Bait-LaminaTest, Mini-Bait Test; Térne, 1990):
rychly odhad rychlosti rozkladu (biologické aktivity) v pudé
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Fig. 1: In the bair-lamina test small base porrions (standard mesture
of cellulose, bran flakes and active coall are fixed in small hales
bored in PYC strips which are than exposed to biogenic decompo-
sition processes in the soil
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Pedobiologické metody

Test s nAvhadovymi prouzky (Bait-LaminaTest, Mini-Bait Test; Torne, 1990):
rychly odhad rychlosti rozkladu (biologické aktivity) v pudé
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Fig. 1~ Arrangement of one experdmental subplot, each of
which received one bait flavour treatment

Fig. 2 - Vardation in soil animal feeding activity with depth
across all treatments, as revealed by the bait-lamina test
(P=0.0005; N =20). Multiple mean comparisons are
considered significant (P = 0.05) only after applying
Bonferroni-Holms correction for multiple comparisons to
the test. Each pair-wise comparison represent a Knuskal-
Wallis chi-square approximation with 1 d.f.
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Pedobiologické metody

Co urcuje strukturu spole€enstva / potravni sité?

Zhora dolu (Top-down) nebo zdola nahoru (bottom-up)?
(Predace nebo dostupnost zdroju potravy?)

- Pokusy s obohacenim systemu opadem — litter enrichment experiments*
(potrava, struktura a velikost habitatu, vinkost)

- Pokusy s vylouc¢enim predatoru — ,predator exclosure experiments*”

- Pokusy v mesokosmech — ,mesocosm experiments”, napf. obohaceni
pudy potravnimi zdroji jako glukozou k stimulaci mikrobialniho rastu (respirace)



Pedobiologické metody

Laboratorni pokusy v ,mesokosmech®: napf. k vlivu ptdnich zivocichu
na rostliny




Pedobiologické metody

Jaka je presné troficka pozice daného zivocCicha?
- Pokusy k potravni preferenci — ,Food preference (choice) experiments
- Pfime pozorovani chovani: ziskavani a pfijmu potravy
- Rozbor obsahu zazivaciho traktu (morfologie, mol.-biologie)

- Znaceni (,labelling®) potencialni potravy radioaktivnimi (34C) Ci
neradioaktivnimi isotopy (C, N)



Pedobiologické metody

Vyuziti stabilnich isotopu (C, N) k uréeni troficke pozice

e pomér 15N / 14N (d 1°N)

» Se stoupajici trofickou Urovni dochazi v organismech k akumulaci 1°N
(v prumeéru o 3,4 %)

* Rozpéti poméru 1°N / 1*N v daném spolecenstvu napovida pocet trofickych drovni
« 15N / 14N narusta s pudni hloubkou (proto mohou druhy osidlujici hlubSi ¢ast

pudniho profilu ve skute¢nosti patfit do nizsi trofické arovné nez by se z koncentrace
15N mohlo usuzovat!)



Pedobiologické metody

Vyuziti stabilnich isotopu (C, N) k uréeni troficke pozice
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Trofické pozice a potravni zdroje spole€enstev pudnich zivo€icht ve dvou odliSnych
bukovych lesich: Goéttinger Wald — na vapenci, humusova forma mul; Solling — na
kyselem piskovci, surovy humus)



Pedobiologické metody

Vyuziti molekularné-biologickych metod k urCeni trofické pozice,
resp. potravy zivocichu

o elektroforéza proteinu
e imunoeseje za pouziti polyklonalnich antiser
* monoklonalni protilatky

 DNA



Pedobiologické metody

Vyuziti molekularné-biologickych metod k urCeni trofické pozice,
resp. potravy pudnich ¢lenovcu

Table I Studies of molerular detection of prey remains in the guts of terrestrial arthropods, including detils of predator and prey species, target genes, the size of PCR products amplified
and optimum detection pericds following consumption by the predator

Optimum detedion

Sizeof PCR periods following consumption
Target prey spacies Predators Target genes products (bpd by predatar Reference
Helicoverpa ammigem Diicypfanis famaninii RAPD-FCE 254,600, 1100 After 0h not detectable (1100 bp) Agust et al. (1999k)
iLepidoptera: Moctuidas) eggs  (Heteroptera: Mirida=) isolated sequences After 41 45% positive (254 bp)
{gemoamic)

Culex quinguefasciatus
iDiptera: Culicida=)

Trialewrodes maporariornm

(Homoptera: Aleyrodidas)

Ehopalesiphum maidis
iHomoptera: Aphididas)
plus five ather species of
ceraal aphid

Qatring nebilalis
iLepidoptera: Crambidae)
Cacopsyilia pyricola
(Homoptera: Psyllidas)

Pterostichus cuprens
iColeoptera; Carabidas)

Dricyphinis famaninii
(Heteroptera: Miridas)

Hippodamia convergens
iColeoptera; Cocdnellidas),
Chrysoperia plorabuinda
iMeuroptara: Chrysopidas)

Coleomegilla maculata
iColeoptera: Cocdnallidas)

Anthocoris tomentosis
(Heteroptera: Anthocoridas)

Amplified esterase
genes (nuclear)

RAPD-FCE
isolated sequences
{genoamic)

COM it DA

rEMA (ITS1)
{raclear)

COL imtDMA)

146, 243, = 800

310, 2100

77380

150402

185271

After 0h generally negative (= 800 bp)
After 28 h 100% positive (146 bp)

After 0h not detectable (2100 bp)
After 4h 60% positive (310 bp)

After 4h 50% C. plorabunda positive (198 bp)
After 9h 50% H. conver gens positive (198 bp)

After 10h 50% positive (150 bp)

After 8h 100% positive (188 and 271 bp)
After 32h 15% positive (158 bp)

Faidi et al. (1999)

Agusti ef al. (2000)

Chen ¢t @l (2000)

Hoogandoorn &
Heimpel (2001}

Agust & Symondson (2001)




