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Úvod - připomenutí 
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Bioindikace 

metoda, kdy se na základě vlastností biologických systémů 

odhadují vlastnosti prostředí 

 

 

 

 

 

 

v širším slova smyslu tím označujeme všechny postupy, kde 

sledujeme reakce organismů (od jedinců po společenstva) 

přítomných v prostředí na stres 
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faktory prostředí živé systémy

prostředí formuje živé systémy

živé systémy poskytují informace o prostředí

faktory prostředí

teplota

elektromagnetické záření

voda

chemismus

radioaktivita

hluk



Bioindikace versus biomonitoring 

 bio + monitoring 

 bioindikace je postup 

 biomonitoring je jeho použití v terénních studiích zejména na 

více lokalitách nebo opakovaně v čase 
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Bioindikace 
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Bioindikace 

 sledování chemických látek v odebraných vzorcích bioty 

o v čemkoliv, preferenčně tzv. bioakumulátory či bioindikační druhy/vzorky (jehličí) 

 sledování bioty a její odezvy na faktory prostředí 

o biochemické markery 

- účinku (stresové proteiny – HSP – heat shock proteiny, chromozomové aberace ...) 

- expozice (methalothioneiny, EROD - ethoxyresorufin-O-deethylase ...) 

o indikátorové druhy - přítomnost/nepřítomnost indikuje určitou vlastnost ekosystému 

- citlivé druhy (např. pošvatky, horské ploštěnky, lišejníky) 

- oportunní druhy (např. pakomáři, pijavky ...) 

o stav a funkce organismů 

o populace - počty organismů, distribuce, věkové složení ... 

o společenstvo – druhové složení a zastoupení, biodiverzita 

o stav ekosystému, krajiny – struktura, dynamika, funkce 
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Akumulační bioindikátory 

 mechorosty – bryomonitoring 

 lišejníky – kumulace těžkých kovů a radionuklidy 

 jehličí – smrk, borovice - kumulace těžkých kovů a POPs 

 vajíčka ptáků 

 žížaly, šneci 
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Akumulační bioindikátory - příklad 
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SETAC 2020: 1.04.8 Deciphering the molecular 

mechanisms of pesticide tolerance of the soil 

engineer biodiversity 



Bioindikace 

 na začátku je nutno si dobře definovat, jaké 

organismy/parametry budeme sledovat pro posouzení 

působení stresu: 

o vztah k působení stresu 

o hodnocené skupiny: 

- producenti – rostlinná společenstva 

- konzumenti – bezobratlí, plazi, ptáci, savci ... 

- destruenti – půdní mikroorganismy 

o klíčové druhy, bioindikátory, nebo více druhů, společenstvo 

o parametry hodnocení 

- strukturní (taxonomické parametry, biomasa, abundance ...) 

- funkční (produkce/respirace, potravní řetězce ...) 
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Bioindikace 

 vlastní provedení odběrů a analýz bioty: 

o návrh a rozložení vzorkovacích míst 

o vzorkování – podle typů organismů .... 

o charakterizace a stanovení definovaných biotických parametrů 

- techniky botanických, zoologických, mikrobiologických a ekologických disciplin 

o charakterizace a stanovení kontaminace bioty 

- techniky analytické chemie a chemie životního prostředí 
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Půdní kvalita a její bioindikace 
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Půdní kvalita – definice 

současná a do budoucna 

udržitelná schopnost půdy 

fungovat jako živý systém 

uvnitř ekosystému 

zabezpečující jeho důležité 

funkce a služby, podporující 

biologickou produktivitu, 

odolávající erozi, nesnižující či 

zlepšující kvalitu ovzduší, 

podzemní a povrchové vody a 

podporující zdraví rostlin, 

zvířat i lidí 



Indikátory půdní kvality 

Musí vyhovovat těmto kritériím: 

 korelace s procesy v ekosystémech (modelování) 

 musí zahrnovat všechny (většinu) vlastnosti půd a tak být 

použitelné pro odhad vlastností, které se nedají snadno měřit 

 musí být snadno měřitelné v terénu 

 musí být citlivé na změny technologií a přírodních poměrů 

(klima), avšak necitlivé na krátkodobé změny 

 soubor indikátorů musí zahrnovat již sledované charakteristiky 



Indikátory půdní kvality 

 kvalitativní (např. půda je dobře oživená) 

 kvantitativní (např. biomasa mikroorganismů je 1450 µg Cbio/g půdy) 

 v terénu / v laboratoři 

 složité analýzy pro vědce vs karty pro farmáře 



Indikátory půdní kvality 

 Příklad souboru vlastností půd využitelných jako indikátory 

kvality a zdraví půdy a vztah indikátorů k funkcím půdy 

skupina 
indikátorů 

indikátor 

funkce půdy 

komentář vztahu k funkci a stavu půdy 
kvalita ŽP 

podpora produkce a 
kvality lidské 

zdraví 
odolnost 

proti erozi kvalita 
vody 

kvalita 
ovzduší 

rostliny živočichové 

fyzikální 

textura X X X X transport a zadržení vody a chemikálií 

hloubka půdy, 

organominerálního 
horizontu a prokořenění 

X X X odhad produktivity a eroze 

infiltrace a objemová 
hmotnost 

X X X potenciál pro vyluhování, produktivitu a erozi 

retenční vodní kapacita X X X X X transport a održitelnost vody 

chemické 

organická hmota (C a N) X X X definuje půdní úrodnost, stabilitu a rozsah eroze 

pH X X X X definuje hranice biologické a chemické aktivity 

elektrická vodivost X X X X X definuje hranice rostlinné a mikrobiální aktivity 

extrahovatelný N, P, K X X dostupnost živin pro rostliny, možnost ztráty N 

biologické 

mikrobiální biomasa (C a N) X X 
mikrobiální katalytický potenciál a časné varování při 

změnách v OM 

mineralizovatelný dusík X X odhad půdní produktivity a potenciální zásobárna N 

respirace půdy X X X odhad mikrobiální aktivity 



Indikátory půdní kvality 

 snaha propojit s ekosystémovými službami půdy 
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Jensen & Mesman (2006)  



Půdní mikroorganismy 
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Mikrobiální společenstvo půdyMikrobiální společenstvo půdy  

MikrobiálníMikrobiální  společenstvospolečenstvo  půdypůdy  ==  

 bakteriebakterie  ((řetízkyřetízky  čiči  koloniekolonie))  

 aktinomycétyaktinomycéty  ((pseudomyceliapseudomycelia))  

 houbyhouby  ((hyfyhyfy))  

 řasyřasy  

 prvociprvoci  

 kvasinkykvasinky  

 viryviry  



Význam mikroorganismů v půděVýznam mikroorganismů v půdě  

 stěžejnístěžejní  v v cyklechcyklech  živinživin  a a energiíenergií  

 stojístojí  nana  počátkupočátku  potravníchpotravních  řetězcůřetězců  

 rozkladrozklad  organickéorganické  hmotyhmoty  ((mineralizacemineralizace))  

 syntézasyntéza  novýchnových  sloučeninsloučenin  ((immobilizaceimmobilizace))  

 tvorbatvorba  humusuhumusu  

 udržováníudržování  půdnípůdní  strukturystruktury, , stabilitastabilita  
agregátůagregátů  

 prospěšnýprospěšný  vlivvliv  nana  půdnípůdní  úrodnostúrodnost  a pro a pro 
růstrůst  rostlinrostlin  

 vlivvliv  nana  vodnívodní  a a vzdušnývzdušný  režimrežim  půdypůdy  

 degradacedegradace  celécelé  řadyřady  polutantůpolutantů  



Proč mikroorganismy ?Proč mikroorganismy ?  

 sledováním stavu půdních mikroorganismů můžeme sledováním stavu půdních mikroorganismů můžeme nepřímo posuzovat stav celého terestrického nepřímo posuzovat stav celého terestrického 
ekosystémuekosystému  

 na stresové faktory můžeme na stresové faktory můžeme upozornit velmi brzyupozornit velmi brzy  

 vynikající vynikající indikátor biologického potenciálu půd indikátor biologického potenciálu půd i v přítomnosti stresových faktorů v půdním prostředíi v přítomnosti stresových faktorů v půdním prostředí  

 dávají odpověď na přítomnost stresujících faktorů v jejich životním prostředí zejména dávají odpověď na přítomnost stresujících faktorů v jejich životním prostředí zejména změnou velikosti změnou velikosti 
společenstva nebo aktivityspolečenstva nebo aktivity  

 změny v parametrech mohou časně varovat před hrozícím změny v parametrech mohou časně varovat před hrozícím snížením produktivity systému snížením produktivity systému vlivem vlivem 
jakýchkoli stresujících faktorůjakýchkoli stresujících faktorů  

 možnost hodnotit: možnost hodnotit: efektivitu zemědělské, lesní rekultivace, zemědělského obhospodařování, hnojení, dále efektivitu zemědělské, lesní rekultivace, zemědělského obhospodařování, hnojení, dále 
vlivů geneticky upravených organismů vpravených do půdy, vlivů eroze, odlesňování, zasolování apod.vlivů geneticky upravených organismů vpravených do půdy, vlivů eroze, odlesňování, zasolování apod.  

 půdní mikrobiální ekotoxikologie může přispět k objektivnímu hodnocení rizik spojených s různými půdní mikrobiální ekotoxikologie může přispět k objektivnímu hodnocení rizik spojených s různými 
antropogenními zásahyantropogenními zásahy  



Kolik je v půdě mikroorganismů ?Kolik je v půdě mikroorganismů ?  

 0,05 0,05 --  0,5% 0,5% hmotyhmoty  půdypůdy  jsoujsou  mikroorganismymikroorganismy  

   101055  ažaž  101099  jedincůjedinců  v 1 g v 1 g suchésuché  půdypůdy  

   totototo  množstvímnožství  stačístačí  nana  zabezpečenízabezpečení  veškerýchveškerých  procesůprocesů  mineralizacemineralizace  a a 
imobilizaceimobilizace  a a dalšíchdalších  procesůprocesů  

http://www-crcslm.waite.adelaide.edu.au 

CelkovýCelkový  půdnípůdní  

organický organický uhlíkuhlík  

"živý uhlík" (1"živý uhlík" (1--5%)5%)  

= Mikrobiální biomasa= Mikrobiální biomasa  

                                                  (C(CBIOBIO))  

"živý uhlík" (1"živý uhlík" (1--5%)5%)  

= Mikrobiální biomasa= Mikrobiální biomasa  

                                                  (C(CBIOBIO))  

((TOC, TOC, CCORGORG))  

"Neživý uhlík" "Neživý uhlík" 

(95 (95 --  99%)99%)  



Kde se v půdě MO vyskytují?Kde se v půdě MO vyskytují?  

 největšínejvětší  biomasabiomasa  mikroorganismůmikroorganismů  je v je v humusovémhumusovém  horizontuhorizontu, v , v 
rizosféřerizosféře  a s a s hloubkouhloubkou  docházídochází  k k poklesupoklesu  

 fotolitotrofnífotolitotrofní  mikroorganismymikroorganismy  jsoujsou  samozřejměsamozřejmě  vázanévázané  pouzepouze  nana  
nejvrchnějšínejvrchnější  vrstvičkuvrstvičku  půdypůdy  

 obligátněobligátně  anaerobníanaerobní  mikroorganismymikroorganismy    
se se nacházínachází  spíšespíše  veve  spodníspodní  částičásti    
horizontůhorizontů  ((bezbez  přístupupřístupu  kyslíkukyslíku))  

 mikroorganismymikroorganismy  uzavřenéuzavřené  v v mikromikro--  
agregátechagregátech  jsoujsou  dobředobře  chráněnéchráněné    
předpřed  predacípredací  protozoíprotozoí, ale , ale naopaknaopak  
mohoumohou  strádatstrádat  nedostatkemnedostatkem    
substrátusubstrátu  



Kde se v půdě MO vyskytují?Kde se v půdě MO vyskytují?  

 RhizosféraRhizosféra  

 EkologickáEkologická  vazbavazba  mikroorganismůmikroorganismů  nana  kořenykořeny  rostlinrostlin  

 VV  okolíokolí  kořenůkořenů  je je jinéjiné  prostředíprostředí  nežnež  jindejinde  v v půděpůdě  

Vodní režim 

Uvolňuje kořenové 
exudáty 

RostlinaRostlina  

MiMikkroorganismroorganismuuss  

Produkují např. 
růstové faktory 
Uvolňují živiny 

Energy H2O + CO2 

O2 

NutrientsNutrients  
from from   
rootsroots  

NH4
+ 

H2PO4
- 

RCOO- 

RNH2 

CH2O 
O2 

H2O + CO2 

CO2 

Metabolism 



Půdní MO jsou ve velmi silné interakci s vlastnostmi půdyPůdní MO jsou ve velmi silné interakci s vlastnostmi půdy  

 nutričnínutriční  vlastnostivlastnosti  půdypůdy  ((zdrojzdroj  živinživin  pro pro mikroorganismymikroorganismy))  

 fyzikálněfyzikálně--chemickéchemické  vlastnostivlastnosti: : teplotateplota, pH, , pH, vlhkostvlhkost, , redoxníredoxní  potenciálpotenciál, , obsahobsah  jílujílu, , 
složenísložení  půdníhopůdního  vzduchuvzduchu, , půdníhopůdního  roztokuroztoku, , kontaminantykontaminanty  atdatd..  

 strukturastruktura  půdypůdy, , sorpčnísorpční  komplexkomplex, , půdnípůdní  typtyp, , půdnípůdní  druhdruh, , využitívyužití  půdypůdy  atdatd..  

 půdnípůdní  roztokroztok  

 půdnípůdní  vzduchvzduch  (N: 78(N: 78--80%; O2: 0,180%; O2: 0,1--20%; CO2: 0,120%; CO2: 0,1--15%)15%)  

 sorpcesorpce//desorpcedesorpce; ; půdnípůdní  komplexkomplex; ; biodostupnostbiodostupnost  substrátůsubstrátů  a a kontaminantůkontaminantů  

 mikroorganismymikroorganismy  samysamy  sorbujísorbují  (G+ (G+ vícevíce  nežnež  GG--); ); jíljíl  zvyšujezvyšuje  sorpcisorpci  

 nana  površíchpovrších  částicčástic  se se sorbujísorbují  substrátysubstráty  ii  extracelulárníextracelulární  enzymyenzymy  ((urychleníurychlení  reakcíreakcí  a a 
zvýšenízvýšení  stability stability extracelulárníchextracelulárních  enzymůenzymů))  

 vlastnostivlastnosti  působípůsobí  buďbuď  přímopřímo, , čiči  nepřímonepřímo  

 sezsezonalitaonalita  



BioindikaceBioindikace  pomocí mikroorganismůpomocí mikroorganismů  

 zachycujízachycují  skutečnouskutečnou  reakcireakci  organismůorganismů  vv  přírodníchpřírodních  podmínkáchpodmínkách  

 kontaminacikontaminaci  půdpůd  nelzenelze  plánovatplánovat  aa  tedytedy  spočívajíspočívají  vv  popisupopisu  danédané  konkrétníkonkrétní  situacesituace,,  kterákterá  jeje  obtížněobtížně  
srovnatelnásrovnatelná  ss  jinýmijinými  případypřípady  zz  důvodudůvodu  rozdílnýchrozdílných  koncentracíkoncentrací  aa  typůtypů  polutantů,polutantů,  dobydoby  kontaminacekontaminace  
nebonebo  ii  půdníhopůdního  typutypu  

 mělyměly  byby  býtbýt  spíšespíše  dlouhodobýmidlouhodobými  výzkumyvýzkumy  (minimálně(minimálně  jedenjeden  rok)rok)  vzhledemvzhledem  kk  výraznémuvýraznému  
sezónnímusezónnímu  charakterucharakteru  aktivityaktivity  půdníchpůdních  mikroorganismůmikroorganismů  

 kontaminacekontaminace  zz  reálnéhoreálného  zdrojezdroje  zahrnujezahrnuje  zpravidlazpravidla  vícevíce  druhůdruhů  polutantůpolutantů  --  environmentálníenvironmentální  směsisměsi  

 biologickábiologická  datadata  doplnitdoplnit  chemickýmchemickým  rozboremrozborem  aa  rozboremrozborem  půdníchpůdních  vlastnostívlastností  

 problémproblém  ss  nalezenímnalezením  odpovídajícíodpovídající  kontrolníkontrolní  lokalitylokality,,  sese  kteroukterou  byby  bylobylo  možnémožné  srovnávatsrovnávat  zjištěnézjištěné  
změnyzměny  vv  parametrechparametrech  mikrobiálníhomikrobiálního  společenstvaspolečenstva  

 jeje  nutnonutno  očekávatočekávat  značnéznačné  ovlivněníovlivnění  výsledkůvýsledků  parametryparametry  prostředíprostředí  aa  dáledále  ii  sezónnímsezónním  chovánímchováním  
mikrobiologickýchmikrobiologických  parametrůparametrů  ((velkávelká  časováčasová  ii  prostorováprostorová  variabilitavariabilita))  



Metodická východiska ekotoxikologie půdních MOMetodická východiska ekotoxikologie půdních MO  

  Výzkumy vedoucí k odhadu druhů, množství a metabolických Výzkumy vedoucí k odhadu druhů, množství a metabolických 
aktivit biomasy, biodiverzity, stability, funkceschopnosti atd. aktivit biomasy, biodiverzity, stability, funkceschopnosti atd. 
v půdě zahrnují:v půdě zahrnují:  

 metody determinace uspořádání a výskytu mikroorganismů v půděmetody determinace uspořádání a výskytu mikroorganismů v půdě  

 isolace a charakterizace podskupin a druhůisolace a charakterizace podskupin a druhů  

 odhadu množství a typů organismů v půděodhadu množství a typů organismů v půdě  

 měření biomasy (kvantita a stabilita)měření biomasy (kvantita a stabilita)  

 detekce a měření metabolických procesů (obecných i specifických)detekce a měření metabolických procesů (obecných i specifických)  

 měření aktivity mikroorganismů (růst, ATP apod.)měření aktivity mikroorganismů (růst, ATP apod.)  

 měření měření diverzitydiverzity  mikrobiálních společenstevmikrobiálních společenstev  

 sledování interakcí (mykorhiza, rhizosféra)sledování interakcí (mykorhiza, rhizosféra)  



Množství i standardizovaný metodMnožství i standardizovaný metod  

Standardy půdních mikrobiálních metod Standardy půdních mikrobiálních metod --  ISOISO  

ISO 14238:2012 
Soil quality — Biological methods — Determination of nitrogen mineralization and nitrification in soils and the influence of chemicals on 
these processes 

ISO 15685:2012 Soil quality — Determination of potential nitrification and inhibition of nitrification — Rapid test by ammonium oxidation 

ISO 18187:2016 Soil quality — Contact test for solid samples using the dehydrogenase activity of Arthrobacter globiformis 

ISO 17155:2012 Soil quality — Determination of abundance and activity of soil microflora using respiration curves 

ISO/TS 10832:2009 Soil quality — Effects of pollutants on mycorrhizal fungi — Spore germination test 

ISO/CD 23265 Soil quality — Test for estimating organic matter decomposition in contaminated soil 

ISO 16072:2002 Soil quality — Laboratory methods for determination of microbial soil respiration 

ISO 14240-1:1997 Soil quality — Determination of soil microbial biomass — Part 1: Substrate-induced respiration method 

ISO 14240-2:1997 Soil quality — Determination of soil microbial biomass — Part 2: Fumigation-extraction method 

ISO 23753-1:2019 Soil quality — Determination of dehydrogenases activity in soils — Part 1: Method using triphenyltetrazolium chloride (TTC) 

ISO 23753-2:2019 Soil quality — Determination of dehydrogenases activity in soils — Part 2: Method using iodotetrazolium chloride (INT) 

ISO/TS 29843-1:2010 
Soil quality — Determination of soil microbial diversity — Part 1: Method by phospholipid fatty acid analysis (PLFA) and phospholipid 
ether lipids (PLEL) analysis 

ISO/TS 29843-2:2011 
Soil quality — Determination of soil microbial diversity — Part 2: Method by phospholipid fatty acid analysis (PLFA) using the simple 
PLFA extraction method 

ISO 11063:2020 Soil quality — Direct extraction of soil DNA 

ISO 17601:2016 Soil quality — Estimation of abundance of selected microbial gene sequences by quantitative PCR from DNA directly extracted from soil 

ISO 20130:2018 Soil quality — Measurement of enzyme activity patterns in soil samples using colorimetric substrates in micro-well plates 

ISO/TS 20131-1:2018 
Soil quality — Easy laboratory assessments of soil denitrification, a process source of N2O emissions — Part 1: Soil denitrifying enzymes 
activities 

ISO/TS 20131-2:2018 
Soil quality — Easy laboratory assessments of soil denitrification, a process source of N2O emissions — Part 2: Assessment of the 
capacity of soils to reduce N2O 

ISO 11266:1994 Soil quality — Guidance on laboratory testing for biodegradation of organic chemicals in soil under aerobic conditions 

ISO 15473:2002 Soil quality — Guidance on laboratory testing for biodegradation of organic chemicals in soil under anaerobic conditions 

ISO 14239:2017 Soil quality — Laboratory incubation systems for measuring the mineralization of organic chemicals in soil under aerobic conditions 

biomass 

enzyme 
activity 

diversity 
• structural 
• genetic 
• functional 

denitrification 

https://www.iso.org/standard/56033.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/53530.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/61723.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/53529.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/46187.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/75115.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/32096.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/21530.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/21530.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/21530.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/23951.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/23951.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/23951.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70145.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70145.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70145.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70146.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70146.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/70146.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/45703.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/45703.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/45703.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/54070.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/54070.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/54070.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/75810.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/60106.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67074.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67075.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67075.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67075.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67076.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67076.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/67076.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/19244.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/27189.html?browse=tc
https://www.iso.org/standard/69583.html?browse=tc


Odběry půdních mikroorganismůOdběry půdních mikroorganismů  



Odběry jako první krok ekotoxikologie MOOdběry jako první krok ekotoxikologie MO  

 díky vlastnostem mikroorganismů je téměř nemožné je díky vlastnostem mikroorganismů je téměř nemožné je 
sledovat přímo v terénu (sledovat přímo v terénu (in in situsitu) ) --  jen jen vyjímkyvyjímky  (složitá (složitá 
interpretace)interpretace)  

 je tedy potřeba reprezentativní vzorek, se kterým je je tedy potřeba reprezentativní vzorek, se kterým je 
nakládáno jako se živým systémem, aby se biologické nakládáno jako se živým systémem, aby se biologické 
společenstvo příliš neovlivnilo (např. vysušení vzorků, společenstvo příliš neovlivnilo (např. vysušení vzorků, 
zmrazení, v ledničce ...)zmrazení, v ledničce ...)  

 i tak je vždy laboratorní vzorek něco jiného než „reálný i tak je vždy laboratorní vzorek něco jiného než „reálný 
svět―svět―  

 je tedy nutná určitá standardizace hlavních podmínekje tedy nutná určitá standardizace hlavních podmínek  



Techniky odběrůTechniky odběrů  

•• zejménazejména  kvantifikacekvantifikace  můžemůže  býtbýt  odběremodběrem  aa  nakládánímnakládáním  sese  vzorkyvzorky  silněsilně  zkreslenazkreslena  

•• takétaké  kvalitativníkvalitativní  parametryparametry  (aktivita,(aktivita,  diverzitadiverzita))  jsoujsou  ovlivnitelnéovlivnitelné  odběrem,odběrem,  zpracovánímzpracováním  aa  
manipulacímanipulací  sese  vzorkyvzorky  

 HlavnímHlavním  cílemcílem  jeje::  

 11))  získatzískat  reprezentativníreprezentativní  vzorekvzorek  

 22))  minimálněminimálně  čiči  standardněstandardně  (víme(víme  jak,jak,  oo  kolik)kolik)  odběremodběrem  aa  manipulacímanipulací  změnitzměnit  kvantitukvantitu  

 ExistujeExistuje  mnohomnoho  metodmetod  aa  teorieteorie  kolemkolem  vzorkovánívzorkování  propro  půdupůdu::    

ISOISO  1038110381--66::20092009  --  SoilSoil  qualityquality  ——  SamplingSampling  ——  PartPart  66::  GuidanceGuidance  onon  thethe  collection,collection,  handlinghandling  andand  
storagestorage  ofof  soilsoil  underunder  aerobicaerobic  conditionsconditions  forfor  thethe  assessmentassessment  ofof  microbiologicalmicrobiological  processes,processes,  
biomassbiomass  andand  diversitydiversity  inin  thethe  laboratorylaboratory  



Techniky odběrůTechniky odběrů  

 většinou vysoké obsahy mikroorganismů =většinou vysoké obsahy mikroorganismů =>>  stačí aseptické techniky stačí aseptické techniky 
(rýče, vzorkovací tyče (rýče, vzorkovací tyče --  odeberou směsný vzorek, či celé jádro)odeberou směsný vzorek, či celé jádro)  

 další techniky:další techniky:  zakopaná sklíčka, zakopaná sklíčka, pedoskoppedoskop  apod.apod.  



Kvantifikace půdních mikroorganismůKvantifikace půdních mikroorganismů  



Přímé mikroskopické počítání bakterií (Přímé mikroskopické počítání bakterií (directdirect  bacterialbacterial  countscounts))  

 jdejde  vlastněvlastně  oo  prvníprvní  zeze  dvoudvou  "počítacích""počítacích"  
techniktechnik  (druhá(druhá  jeje  tzvtzv..  viableviable  //  indirectindirect  
countscounts,,  nebolineboli  počítánípočítání  popo  předchozípředchozí  
izolaciizolaci  aa  kultivaci)kultivaci)  

 většinouvětšinou  vyššívyšší  počtypočty  nežnež  připři  viableviable  countscounts  
(pouze(pouze  1010%%  jeje  kultivovatelných)kultivovatelných);;  rozdílrozdíl  
lzelze  zjistitzjistit  tzvtzv..  directdirect  viabilityviability  countscounts  (DVC)(DVC)  
--  inkubaceinkubace  ss  nalidixovounalidixovou  kyselinoukyselinou  --  
KrogurovouKrogurovou  metodoumetodou  (viz(viz..  dále)dále)  

 uu  půdypůdy  jeje  potřebapotřeba  nejdřívenejdříve  dispergacedispergace  aa  
separaceseparace  odod  půdníchpůdních  částicčástic  (ty(ty  jsoujsou  připři  
těchtotěchto  technikáchtechnikách  vážnývážný  problém)problém)  

 propro  zlepšenízlepšení  pozorovánípozorování  sese  užíváužívá  řadařada  
barvivbarviv  (FDA,(FDA,  AO,AO,  DAPI,DAPI,  FITCFITC  atdatd..))  

 zz  přímýchpřímých  počtůpočtů  lzelze  ii  odvoditodvodit  biomasubiomasu  
(musíme(musíme  aleale  znátznát  napřnapř..  průměrnouprůměrnou  
velikostvelikost  buněkbuněk  bakteriíbakterií  čiči  délkudélku  hyfhyf  hub)hub)    



Izolace a kultivace MO z půdyIzolace a kultivace MO z půdy  

 potřebapotřeba  propro  různérůzné  účely,účely,  napřnapř..  identifikaceidentifikace  specifickýchspecifických  
mikroorganismů,mikroorganismů,  měřeníměření  diverzitydiverzity  atdatd..  

 počítánípočítání  mikroorganismůmikroorganismů  --  tzvtzv..  viableviable  //  indirectindirect  countscounts  --  
použitípoužití  metodmetod  MPNMPN  (most(most  probableprobable  numbernumber))  aa  počítánípočítání  
CFUCFU  ((colonycolony  formingforming  unitsunits))  

 u půdy vhodná extrakce (např. použití u půdy vhodná extrakce (např. použití surfaktantusurfaktantu  TweenTween  
80 s disperzním činidlem pyrofosfát sodný) následuje 80 s disperzním činidlem pyrofosfát sodný) následuje 
násobné ředění (vodou, fyziologickým roztokem či násobné ředění (vodou, fyziologickým roztokem či 
pufrem ...)pufrem ...)  

 následují obecné následují obecné kultivačnikultivačni  techniky techniky --  metoda agarových metoda agarových 
ploten: ploten: pouredpoured  a a spreadspread  plate plate countscounts; ; Výstupem jsou Výstupem jsou 
CFUCFU  / hmotnost či objem vzorku/ hmotnost či objem vzorku  



Schéma spread plate 

counts 

FromFrom: : MaierMaier  etet  alal. (2000): . (2000): 

Environmental MicrobiologyEnvironmental Microbiology, , 

Academic PressAcademic Press  

Izolace a kultivace MO z půdyIzolace a kultivace MO z půdy  



Izolace jednotlivých druhů půdních MO 
 

- využití při potřebě izolovat jednotlivé mikroorganismy, například při analýze biodiverzity či 

při identifikacích např. systémem BIOLOG apod. 

From: From: MaierMaier  et al. et al. 

(2000): (2000): 

Environmental Environmental 

MicrobiologyMicrobiology, , 

Academic PressAcademic Press  

Izolace a kultivace MO z půdyIzolace a kultivace MO z půdy  



Izolace a kultivace MO z půdyIzolace a kultivace MO z půdy  

Dominantní kultivovatelné půdní bakterieDominantní kultivovatelné půdní bakterie  

organismus charakteristika funkce 

Arthrobacter 
heterotrofní, aerobní, gramvariabilní. 

Až 40% kultivovatelných půdních 
bakterií. 

Cykly živin a biodegradace. 

Streptomyces 

Grampozitivní, heterotrofní, aerobní 
aktinomyceta. 5-20% 

kultivovatelných bakterií. 

Cykly živin a biodegradace. 
Produkce antibiotik, např. 

Streptomyces scabies. 

Pseudomonas 

Gramnegativní heterotrof. Aerobní 
nebo fakultativně anaerobní. 

Vlastní velké množství 
enzymatických systémů.      10-
20% kultivovatelných bakterií. 

Cykly živin a biodegradace, 
včetně těžko 
rozložitelných 

organických látek. 

Bacillus 

Grampozitivní aerobní heterotrof. 
Vytváří endospory. 2-10% 

kultivovatelných půdních bakterií. 
Cykly živin a biodegradace. 



Měření biomasyMěření biomasy  

 BIOMASA = BIOMASA = definována (zejména pro půdu) jako žijící část organické hmoty, definována (zejména pro půdu) jako žijící část organické hmoty, 
jako organismy menší než 10 µmjako organismy menší než 10 µm33  

 nejčastěji se vyjadřuje v jednotkách hmotnosti např. µg nejčastěji se vyjadřuje v jednotkách hmotnosti např. µg CCbiobio//ggsušsuš..  

 tyto parametry mají zastřešující povahu tyto parametry mají zastřešující povahu --  ""overalloverall  / / generalgeneral  parametersparameters""  --  
tzn. stanovujeme mikrobiální biomasu a nevíme co se děje uvnitř (tzn. stanovujeme mikrobiální biomasu a nevíme co se děje uvnitř (""blackblack  box box 
ofof  microbialmicrobial  biomassbiomass""))  

 nevychází ze separace či izolace mikroorganismů, stanovují se přímo ve nevychází ze separace či izolace mikroorganismů, stanovují se přímo ve 
vzorcích půdyvzorcích půdy  

 u půdy je u půdy je CCbiobio  cca 1 cca 1 --  5% 5% CCorgorg  

  

Dva hlavní typy využití parametrů:Dva hlavní typy využití parametrů:  

1) stanovení 1) stanovení in in situsitu  mikrobiální biomasy mikrobiální biomasy --  posouzení biologické kvality půd posouzení biologické kvality půd --  
bioindikacebioindikace  půdní kvalitypůdní kvality  

2) stanovení v kontrolovaném laboratorním pokuse 2) stanovení v kontrolovaném laboratorním pokuse --  změny pod vlivem změny pod vlivem 
kontrolovaného faktoru (testy toxicity)kontrolovaného faktoru (testy toxicity)  



 ChloroformChloroform--fumigační extrakční metoda (FE metoda, CFEM)fumigační extrakční metoda (FE metoda, CFEM)  

 ISO 14240ISO 14240--22  ((19971997):):  Soil quality Soil quality --  Determination of soil microbial Determination of soil microbial 
biomass biomass --  Part 2: FumigationPart 2: Fumigation--extraction methodextraction method  

 opět probíhá fumigace, ale vzniká extrakt z obou variant (F a NF), opět probíhá fumigace, ale vzniká extrakt z obou variant (F a NF), 
který je analyzován na obsah uhlíku; výhodou je, že extrakt může být který je analyzován na obsah uhlíku; výhodou je, že extrakt může být 
analyzován prakticky na cokolivanalyzován prakticky na cokoliv  

 pokud je analyzován uhlík, lze to provést:pokud je analyzován uhlík, lze to provést:  

 dichromanovou oxidací a následnou titrací dichromanovou oxidací a následnou titrací   
či spektrofotometrickyči spektrofotometricky  

 oxidací působení Koxidací působení K22SS22OO88  (persulfátu) (persulfátu)   
a UV  a UV  --  vznikne COvznikne CO22  a ten je měřen IRGAa ten je měřen IRGA  

 výsledek je udáván v µg.výsledek je udáván v µg.ggsušsuš..
--11  

Mikrobiální biomasa v půděMikrobiální biomasa v půdě  

 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Exsiccator_hg.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Chloroform_displayed.svg


Mikrobiální biomasa v půděMikrobiální biomasa v půdě  

 MetodaMetoda  substrátemsubstrátem  indukovanéindukované  respiracerespirace  (SIR)(SIR)  

 ISOISO  1424014240--11  ((19971997))::  SoilSoil  qualityquality  --  DeterminationDetermination  ofof  soilsoil  microbialmicrobial  
biomassbiomass  --  PartPart  11::  SubstrateSubstrate--inducedinduced  respirationrespiration  methodmethod..  

 založenazaložena  nana  empirickémempirickém  vztahuvztahu  mezimezi  mikrobiálnímikrobiální  biomasoubiomasou  aa  
potenciálnípotenciální  respiracírespirací  (respirační(respirační  rychlostrychlost  běhemběhem  prvníchprvních  hodinhodin  popo  
přidánípřidání  maximálněmaximálně  využitelnéhovyužitelného  substrátusubstrátu  --  glukózyglukózy  --  vv  saturujícísaturující  
koncentraci)koncentraci)  

 někdyněkdy  využívánavyužívána  jakojako  údajúdaj  oo  aktivníaktivní  složcesložce  mikrobiálnímikrobiální  biomasybiomasy  

 rozsahrozsah  empirickéhoempirického  koeficientukoeficientu  veve  validačníchvalidačních  studiíchstudiích::  1515  --  5454!!!!  

 ==>>  lépelépe  používatpoužívat  pouzepouze  propro  měřeníměření  potenciálnípotenciální  respiracerespirace  ––  PRPR  (značí(značí  
sese  nejčastějinejčastěji  jakojako  SIR)SIR)  

  



Mikrobiální biomasa v půděMikrobiální biomasa v půdě  



MikrobiálníMikrobiální  biomasabiomasa  v v půděpůdě  

 EffectsEffects  ofof  ZnZn, , CuCu, , andand  Ni in Ni in sewagesewage  sludgesludge  on on microbialmicrobial  biomassbiomass  in a in a 

sandysandy  loamloam  soilsoil..  

 Zejména Zejména CCbiobio//CCorgorg  v půdě je citlivý indikátor dlouhodobých degradací v půdě je citlivý indikátor dlouhodobých degradací 

půdní organické hmotypůdní organické hmoty, neboť , neboť CCbiobio  se snižuje daleko rychleji než se snižuje daleko rychleji než 

celkový organický uhlíkcelkový organický uhlík  

 Toxicita pro Toxicita pro CCbiobio  v pořadí v pořadí CuCu  > > ZnZn  >> Ni > Cd>> Ni > Cd  

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f4/Lupa.na.encyklopedii.jpg


Aktivity půdních mikroorganismůAktivity půdních mikroorganismů  



Aktivity mikroorganismůAktivity mikroorganismů  

Mají velmi úzký vztah k jejich Mají velmi úzký vztah k jejich funkcímfunkcím  v ekosystémuv ekosystému  

 jsou smysluplným a zcela nezbytným jsou smysluplným a zcela nezbytným doplněním údajů o kvantitě mikroorganismů doplněním údajů o kvantitě mikroorganismů = = 
nestačí jen vysoké množství mikroorganismů, ale hlavně aby byly funkční, tedy aktivnínestačí jen vysoké množství mikroorganismů, ale hlavně aby byly funkční, tedy aktivní  

 co se týká aktivity, je důležitá nejen její úroveň, ale i co se týká aktivity, je důležitá nejen její úroveň, ale i mnohostranostmnohostranost, , diverzitadiverzita  
metabolických funkcímetabolických funkcí  

 bohužel, téměř vždy (s výjimkou bohužel, téměř vždy (s výjimkou in in situsitu  technik) dochází ke zkreslení při přenosu z technik) dochází ke zkreslení při přenosu z 
reálného ekosystémureálného ekosystému  

  

Příklady často využívaných / měřených mikrobiálních aktivit:Příklady často využívaných / měřených mikrobiálních aktivit:  

 měření respirace; měření mineralizace dusíku;  měření fixace dusíku; měření ATP; měření respirace; měření mineralizace dusíku;  měření fixace dusíku; měření ATP; 
produkce tepla; měření nitrifikace, produkce tepla; měření nitrifikace, sulfurikacesulfurikace, oxidace železa apod.;  měření , oxidace železa apod.;  měření 
denitrifikace, denitrifikace, desulfurikacedesulfurikace; měření enzymových aktivit; atd. atd.; měření enzymových aktivit; atd. atd.  



Bazální respiraceBazální respirace  

 jako bazální mineralizace (= bez přídavku substrátu) koreluje s obsahem jako bazální mineralizace (= bez přídavku substrátu) koreluje s obsahem 
organické hmoty (organické hmoty (CCorgorg))  

 ISO 16072 (2002): ISO 16072 (2002): SoilSoil  qualityquality  --  LaboratoryLaboratory  methodsmethods  forfor  determinationdetermination  ofof  
microbialmicrobial  soilsoil  respirationrespiration  

 Důležitý parametr pro biologickou kvalitu půdy Důležitý parametr pro biologickou kvalitu půdy ––  BR (BR (basalbasal  respirationrespiration))  

  

Limity a nevýhody:Limity a nevýhody:  

 aktuální přídavek substrátu ovlivňuje podíl aktivních mikroorganismůaktuální přídavek substrátu ovlivňuje podíl aktivních mikroorganismů  

 relativní necitlivost k malým dávkám kontaminantůrelativní necitlivost k malým dávkám kontaminantů  

 nutno kombinovat s jinými parametry (např. mikrobiální biomasa) či nutno kombinovat s jinými parametry (např. mikrobiální biomasa) či 
potenciální respirace (po přídavku substrátu)potenciální respirace (po přídavku substrátu)  

 nutno interpretovat s ohledem na obsah a dostupných organických látek v nutno interpretovat s ohledem na obsah a dostupných organických látek v 
půděpůdě  

 u terénních měření nutno stanovovat opakovaně v čase u terénních měření nutno stanovovat opakovaně v čase ––  silná sezónní silná sezónní 
závislostzávislost  



Potenciální respiracePotenciální respirace  

 po přídavku lehce využitelného substrátu není již respirace limitována po přídavku lehce využitelného substrátu není již respirace limitována 
substrátem a dostáváme obraz potenciální respirace substrátem a dostáváme obraz potenciální respirace --  PR PR --  která která 
odráží skutečné odráží skutečné energetické potřebyenergetické potřeby  a mineralizační aktivitu a mineralizační aktivitu 
mikrobiálního společenstvamikrobiálního společenstva  

  

 měření např. jako produkceměření např. jako produkce  
COCO22  v metodě SIRv metodě SIR  



Potenciální vs. bazální respiracePotenciální vs. bazální respirace  

80% 

] ] 



Mineralizace / respirace / využití C substrátůMineralizace / respirace / využití C substrátů  

 RespirometrieRespirometrie  --  systémysystémy  kontinuálněkontinuálně  měřícíměřící  respiraci,respiraci,  přesnějipřesněji  spotřebuspotřebu  
kyslíkukyslíku  čiči  produkciprodukci  oxiduoxidu  uhličitéhouhličitého  

 RůznéRůzné  metodymetody  detekce,detekce,  různýrůzný  designdesign  přístrojůpřístrojů  

 VyužitíVyužití  propro  aerobníaerobní  ii  anaerobníanaerobní  aplikace,aplikace,  propro  studiumstudium  biodegradací,biodegradací,  kinetikukinetiku  
růsturůstu  sledovanousledovanou  pomocípomocí  produkceprodukce  produktuproduktu  atdatd..  

OxiTOPOxiTOP  ––  měření respirace pomocí měření respirace pomocí 

změny tlakuzměny tlaku  



Růstové křivky měřené pomocí produkce CORůstové křivky měřené pomocí produkce CO22  

 ISOISO  1715517155  ((20022002))::  SoilSoil  qualityquality  --  DeterminationDetermination  ofof  abundanceabundance  andand  activityactivity  ofof  
soilsoil  microfloramicroflora  usingusing  respirationrespiration  curvescurves  

 metodametoda  stanovenístanovení  "kontaminace""kontaminace"  půdypůdy  (tzv(tzv..  ecotoxicecotoxic  potentialpotential))  aa  efektuefektu  
kontaminacekontaminace  vv  laboratorníchlaboratorních  studiíchstudiích  

Důležité parametry:Důležité parametry:  

 laglag  timetime  --  čas od přídavku substrátu čas od přídavku substrátu   
do počátku exponenciálního růstu do počátku exponenciálního růstu ––    
reflektuje vitalitu "reflektuje vitalitu "growersgrowers„„  

 růstová rychlost µrůstová rychlost µ  

 aktivační koeficient respirace: aktivační koeficient respirace:   
QQRR  = R= RBB/R/RSS  

 čas k dosažení píkučas k dosažení píku  

Znečištěná půda:Znečištěná půda:  

 QQRR  >>0,30,3  

 laglag  >>  20h20h  

 ttpeakmaxpeakmax  >>  50h50h  



Aktivity spojené s přeměnami dusíkuAktivity spojené s přeměnami dusíku  

MikroorganismyMikroorganismy  jsoujsou  naprostonaprosto  stěžejnístěžejní::  

11))  kroměkromě  sinicsinic  aa  symbiotickýchsymbiotických  bakteriíbakterií  nedovedounedovedou  organismyorganismy  poutatpoutat  NN22  

22))  zpětnézpětné  uvolňováníuvolňování  dusíkudusíku  dodo  atmosféryatmosféry  

33))  transformacetransformace  foremforem  dusíkatýchdusíkatých  sloučeninsloučenin  



Fixace dusíkuFixace dusíku  

•• NN22  jeje  fixovánfixován  dodo  NHNH33  ::  NN22  ++  66ee--    22NHNH33  (+(+630630  kJkJ/mol)/mol)  

  
•• sinicesinice  (hlavně(hlavně  veve  vodáchvodách  --  AphanizomenonAphanizomenon,,  NostocNostoc,,  

AnabaenaAnabaena));;  symbiotickésymbiotické  bakteriebakterie  ((RhizobacteriacaeRhizobacteriacae  --  
luštěniny)luštěniny);;  kolemkolem  100100  druhůdruhů  volněvolně  žijícíchžijících  bakteriíbakterií  aerobníchaerobních  ii  
anaerobníchanaerobních  ((AzotobacterAzotobacter,,  AzospirileumAzospirileum,,  BeijernickiaBeijernickia,,  
ClostridiumClostridium))  
  

•• systémysystémy  sese  lišíliší  vv  množstvímnožství  poutanéhopoutaného  dusíkudusíku;;  nejvícenejvíce  fixujífixují  
symbiotickésymbiotické  asociace,asociace,  neboťneboť  vv  okolíokolí  kořenůkořenů  jeje  přísunpřísun  živinživin  

•• jdejde  oo  procesproces  spotřebovávajícíspotřebovávající  
energiienergii;;  probíháprobíhá  jenjen  vv  dobrýchdobrých  
podmínkáchpodmínkách;;  jeje  tedytedy  citlivýcitlivý  
endpointendpoint  keke  stresustresu  
  

•• inhibujícíinhibující  vlivvliv  mámá  obecněobecně  
amoniakamoniak  aa  propro  volněvolně  žijícížijící  
fixátoryfixátory  vysokévysoké  koncentracekoncentrace  
kyslíkukyslíku;;  některéněkteré  aleale  majímají  
systémsystém  chránícíchránící  nitrogenázunitrogenázu  
předpřed  působenímpůsobením  kyslíkukyslíku  PoznPozn.:.:  organismyorganismy  kterýmkterým  stačístačí  NN22  jakojako  jedinýjediný  zdrojzdroj  dusíkudusíku  sese  

nazývajínazývají  diazotrofnídiazotrofní  



Fixace dusíkuFixace dusíku  

MěřeníMěření::  AcetyleneAcetylene  reductionreduction  assayassay  (ARA)(ARA)  

-- využívávyužívá  většívětší  afinityafinity  nitrogenázynitrogenázy  propro  acetylenacetylen  

-- systémsystém  ss  půdou,půdou,  případněpřípadně  ii  ss  rostlinami,rostlinami,  jeje  vzduchotěsnývzduchotěsný  

-- prostorprostor  nadnad  půdoupůdou  sese  zz  1010%%  nasytínasytí  acetylénemacetylénem  čiči  směsísměsí  acetylenacetylen--kyslíkkyslík  aa  popo  několikaněkolika  
hodináchhodinách  sese  měříměří  ethylenethylen  

-- redukovanýredukovaný  ethylenethylen  sese  stanovujestanovuje  GCGC  ss  FIDFID  detektoremdetektorem  

-- užíváužívá  sese  faktorfaktor  33  molůmolů  ethylenuethylenu  nana  11  molmol  fixovanéhofixovaného  NN22  

  

 jeje  velmivelmi  citlivou,citlivou,  levnoulevnou  aa  jednoduchoujednoduchou  metodoumetodou    

 alternativoualternativou  jeje  měřeníměření  fixacefixace  1515NN  --  nutnánutná  drahádrahá  instrumentaceinstrumentace  (IRMS)(IRMS)  

 můžemůže  sese  takétaké  sledovatsledovat  rychlostrychlost  růsturůstu  organismůorganismů  nana  médiumédiu  bezbez  dusíkudusíku  

 častočasto  sese  sledujesleduje  takétaké  přítomnostpřítomnost  hlízekhlízek  uu  cílovýchcílových  rostlinrostlin  



AmonifikaceAmonifikace  

•• procesproces  kdykdy  sese  NHNH33  uvolňujeuvolňuje  zz  glutamátuglutamátu  (uvnitř(uvnitř  buněk)buněk)  

•• čiči  procesproces  kdykdy  enzymemenzymem  ureázouureázou  sese  štěpíštěpí  močovinamočovina  

•• nebonebo  extracelulárníextracelulární  degradacedegradace  proteázamiproteázami,,  lysozymy,lysozymy,  nukleázaminukleázami  

 ZávislostZávislost  nana  množstvímnožství  NN  vv  prostředíprostředí::  

••   při poměru C:N při poměru C:N < 20 p< 20 převládářevládá  amonifikaceamonifikace  

••   při C:N při C:N >>  20 asimilace20 asimilace  

 Metodicky lze rozlišit amonifikaci jako bazální úroveň mineralizace N Metodicky lze rozlišit amonifikaci jako bazální úroveň mineralizace N --  
obdoba bazální respirace v cyklu C; a potenciální amonifikaci po obdoba bazální respirace v cyklu C; a potenciální amonifikaci po 
přídavku substrátu (argininu) přídavku substrátu (argininu) --  obdoba potenciální respiraceobdoba potenciální respirace  

  



Mineralizace dusíkuMineralizace dusíku  

 AMONIFIKACE JE SOUČÁSTÍ ŠIRŠÍHO POJMU: MINERALIZACE DUSÍKUAMONIFIKACE JE SOUČÁSTÍ ŠIRŠÍHO POJMU: MINERALIZACE DUSÍKU  

 NEBOŤ ČÁST NHNEBOŤ ČÁST NH33  SE DÁLE OXIDUJE PŘI NITRIFIKACISE DÁLE OXIDUJE PŘI NITRIFIKACI  

 metodickymetodicky  nelzenelze  oběobě  fázefáze  přílišpříliš  dobředobře  oddělit!!!oddělit!!!  

 pokudpokud  chcemechceme  znátznát  skutečnouskutečnou  (ne(ne  potenciální)potenciální)  amonifikaciamonifikaci  jeje  jedinoujedinou  
možnostímožností  měřeníměření  sese  značenýmznačeným  dusíkemdusíkem  1515NHNH44

++  čiči  vytvořitvytvořit  anaerobníanaerobní  prostředíprostředí  
zatopenímzatopením  vzorkůvzorků  



AmonifikaceAmonifikace  

MěřeníMěření::  AmonifikaceAmonifikace  --  AMOAMO  (postup(postup  UKZUZ)UKZUZ)  

-- vzorekvzorek  zatopenýzatopený  vodouvodou  jeje  inkubováninkubován  týdentýden  připři  4040°°CC  

-- stanovenístanovení  amonnýchamonných  iontůiontů  sese  provádíprovádí  popo  extrakciextrakci  11MM  KClKCl  ((11::55))  spektrofotometrickyspektrofotometricky  
(ISO(ISO  1425614256))::  připři  630630  nmnm  sese  sledujesleduje  zabarvenízabarvení  vzniklévzniklé  reakcíreakcí  ss  NaOClNaOCl  aa  phenolátemphenolátem  
sodnýmsodným  (salicylanem(salicylanem  sodným),sodným),  katalýzakatalýza  nitroprusidemnitroprusidem  sodnýmsodným  ((BerthelotovaBerthelotova  reakce)reakce)  

  

 jinou možností je stanovení iontově selektivní plynovou elektrodou (ISE): amonné jinou možností je stanovení iontově selektivní plynovou elektrodou (ISE): amonné 
ionty se převedou na amoniak při pH 11ionty se převedou na amoniak při pH 11--13 přídavkem 10M 13 přídavkem 10M NaOHNaOH; potenciál se měří ; potenciál se měří 
elektrodou, přičemž ke kalibraci se užije roztoků síranu amonnéhoelektrodou, přičemž ke kalibraci se užije roztoků síranu amonného  

 vyjadřuje se jako µg NHvyjadřuje se jako µg NH44
++--N . N . ggsušsuš..

--11  . d. d--11  

  

 AlternativouAlternativou  jeje  měřeníměření  sese  značenýmznačeným  dusíkemdusíkem  1515NHNH44
++    



Amonifikace Amonifikace --  potenciálnípotenciální  

MěřeníMěření::  PotenciálníPotenciální  amonifikaceamonifikace  (PAMO)(PAMO)  --  testtest  ss  argininemargininem  

-- přídavekpřídavek  substrátusubstrátu  (argininu)(argininu)  aa  stanovenístanovení  amonnýchamonných  kationtůkationtů  popo  33hh  inkubaceinkubace  půdypůdy  připři  3030°°CC  

-- stanovenístanovení  amonnýchamonných  iontůiontů  sese  provádíprovádí  popo  extrakciextrakci  22MM  KClKCl  ((11::44))  spektrofotometrickyspektrofotometricky  (ISO(ISO  1425614256))::  
připři  630630  nmnm  sese  sledujesleduje  zabarvenízabarvení  vzniklévzniklé  reakcíreakcí  ss  NaOClNaOCl  aa  phenolátemphenolátem  sodnýmsodným  (salicylanem(salicylanem  
sodným),sodným),  katalýzakatalýza  nitroprusidemnitroprusidem  sodnýmsodným  ((BerthelotovaBerthelotova  reakce)reakce)  

-- jinoujinou  možnostímožností  jeje  stanovenístanovení  iontověiontově  selektivníselektivní  plynovouplynovou  elektrodouelektrodou  (ISE)(ISE)::  amonnéamonné  iontyionty  sese  
převedoupřevedou  nana  amoniakamoniak  připři  pHpH  1111--1313  přídavkempřídavkem  1010MM  NaOHNaOH;;  potenciálpotenciál  sese  měříměří  elektrodou,elektrodou,  přičemžpřičemž  
keke  kalibracikalibraci  sese  užijeužije  roztokůroztoků  síranusíranu  amonnéhoamonného  

  

 Metoda dává falešné výsledky Metoda dává falešné výsledky   
v kyselých půdách a v půdách v kyselých půdách a v půdách   
po aktuálním přídavku organické hmotypo aktuálním přídavku organické hmoty  

 PAMO není selektivně inhibována PAMO není selektivně inhibována   
cycloheximidecycloheximidemm  či či streptomycinstreptomycinemem    
a proto nelze odděleně měřit a proto nelze odděleně měřit   
amonifikaci bakterií a hubamonifikaci bakterií a hub  



NitrifikaceNitrifikace  

 významnývýznamný  proces,proces,  umožňujeumožňuje  mobilitumobilitu  dusíkudusíku  vv  půděpůdě  

DvaDva  krokykroky::  

II..  HNHN44
++  ++  OO22  ++  22HH++    NHNH22OHOH  ++  HH22OO    NONO22

--  ++  55HH++  

GG  ==  --6666  kcalkcal  

IIII..  NONO22
--  ++  00,,55OO22    NONO33--  

GG  ==  --1818  kcalkcal  

 obaoba  krokykroky  jsoujsou  striktněstriktně  aerobníaerobní  

 zastává jej jen několik rodů, v půdě první krok zastává jej jen několik rodů, v půdě první krok   
napřnapř  rod rod NitrosomonasNitrosomonas, , NitrococcusNitrococcus    
a druhý krok např. rod a druhý krok např. rod NitrobacterNitrobacter  

 zdrojem uhlíku je pak CO2zdrojem uhlíku je pak CO2  

 enzym pro první krok je amoniak enzym pro první krok je amoniak monooxygenázamonooxygenáza  (AMO),(AMO),  
která má širokou substrátovou která má širokou substrátovou specifituspecifitu  a může a může   
kometabolickykometabolicky  oxidovat i některé polutanty oxidovat i některé polutanty   
např. TCE či např. TCE či alkanyalkany  až do C8 až do C8   
––  využití při využití při bioremediacíchbioremediacích  !!!!!!  



NitrifikaceNitrifikace  

VelmiVelmi  dobrýdobrý  indikátorindikátor  stresu,stresu,  jeje  silněsilně  inhibovánainhibována  polutantypolutanty  --  důvodydůvody::  

1)1) celýcelý  systémsystém  ziskuzisku  energieenergie  jeje  velmivelmi  náročnýnáročný::  11..  krokkrok  potřebujepotřebuje  oxidacioxidaci  
3434  molůmolů  amoniakuamoniaku  kk  fixacifixaci  jednohojednoho  molumolu  COCO22,,  druhýdruhý  krokkrok  dokoncedokonce  
oxidacioxidaci  100100  molůmolů  NONO22

--  !!!!  

2)2) dvadva  krokykroky  ss  přičiněnímpřičiněním  různýchrůzných  populací,populací,  druhýdruhý  krokkrok  jeje  méněméně  
energetickyenergeticky  výtěžnývýtěžný  (jen(jen  7070  kJkJ/mol!)/mol!)  --  pokudpokud  krokykroky  navazují,navazují,  
nedocházínedochází  kk  negativnínegativní  kumulacikumulaci  dusitanůdusitanů  (snižuje(snižuje  pHpH  prostředí,prostředí,  
toxickýtoxický  ....))  dusitanydusitany  inhibujíinhibují  prvníprvní  krokkrok  !!!!!!  

3)3) obecněobecně  užuž  taktak  dostdost  citlivýcitlivý  procesproces  kk  environmentálnímenvironmentálním  podmínkámpodmínkám::  
pHpH  optimumoptimum  jeje  66,,66  --  88,,00;;  připři  pHpH  <<  44,,55  sese  zastavízastaví  

PoznPozn::  existujíexistují  ii  mikroorganismymikroorganismy  heterotrofní,heterotrofní,  kterékteré  provádíprovádí  nitrifikacinitrifikaci  aa  
nenínení  známoznámo  pročproč;;  představujípředstavují  minoritníminoritní  významvýznam  veve  srovnánísrovnání  ss  
autotrofníautotrofní  nitrifikacínitrifikací  



NitrifikaceNitrifikace  

  Potenciální nitrifikace (SNA) (NEA Potenciální nitrifikace (SNA) (NEA --  nitrifiernitrifier  enzyme enzyme activityactivity) ) 
((potentialpotential  amonium amonium oxidationoxidation  --  PAO)PAO)  

 ISOISO  1568515685  ((20042004))::  SoilSoil  qualityquality  --  DeterminationDetermination  ofof  potentialpotential  nitrificationnitrification  --  RapidRapid  
testtest  byby  ammoniumammonium  oxidationoxidation  

•• půda je inkubována v pufrované suspenzi s roztokem chlorečnanu sodného (inhibuje půda je inkubována v pufrované suspenzi s roztokem chlorečnanu sodného (inhibuje 
oxidaci dusitanů na dusičnany) s přídavkem saturujícího množství síranu amonného oxidaci dusitanů na dusičnany) s přídavkem saturujícího množství síranu amonného 
(substrát pro oxidaci amoniaku na dusitany)(substrát pro oxidaci amoniaku na dusitany)  

•• po 6 hod či déle, eventuálně každé 2 hodiny se měří koncentrace NO2po 6 hod či déle, eventuálně každé 2 hodiny se měří koncentrace NO2--  

•• koncentrace dusitanů se měří po extrakci koncentrace dusitanů se měří po extrakci KClKCl  spektrofotometricky reakcí s sulfanilamid a spektrofotometricky reakcí s sulfanilamid a 
GriessGriess--IlosvayIlosvay  činidlem = Nčinidlem = N--(1(1––naftylnaftyl))ethylenethylen--diamin diamin dihydrochloriddihydrochlorid  

•• jako referenční látku lze užít jako referenční látku lze užít nitrapyrinnitrapyrin  



NitrifikaceNitrifikace  

Měření: Nitrifikace (LNA)Měření: Nitrifikace (LNA)  

 DelšíDelší  inkubaceinkubace  sese  přílišpříliš  nedoporučují,nedoporučují,  neboťneboť  mohoumohou  probíhatprobíhat  změnyzměny  společenstvaspolečenstva..  

 ISO 14238 ISO 14238 --  DeterminationDetermination  ofof  nitrogennitrogen  mineralizationmineralization  andand  nitrificationnitrification  in in 
soilssoils  andand  thethe  influence influence ofof  chemicalschemicals  on these on these processesprocesses  

 půdapůda  inkubovánainkubována  popo  přídavkupřídavku  11%%  síranusíranu  amonnéhoamonného;;  popo  11--33  týdnechtýdnech  stanovenístanovení  
zbyléhozbylého  NHNH44

++  čiči  vznikléhovzniklého  NONO33
--  

 jakjak  propro  stanovenístanovení  jakojako  parametruparametru  kvalitykvality  půdypůdy  

 taktak  propro  testovánítestování  toxicitytoxicity  láteklátek  nana  NN  mineralizacimineralizaci  

Test toxicity:Test toxicity:  

•• půda pro test toxicity musí být s půda pro test toxicity musí být s CorgCorg  0,5 0,5 --  1,5% a nízkým obsahem jílu1,5% a nízkým obsahem jílu  

•• přidává se organický zdroj dusíku přidává se organický zdroj dusíku --  vojtěška (C:N = 16)vojtěška (C:N = 16)  

•• testovaná látka se přidá v cca 5 koncentracích a po 28 denní inkubaci se měří NO3testovaná látka se přidá v cca 5 koncentracích a po 28 denní inkubaci se měří NO3--  

•• výsledkem je procentuální inhibicevýsledkem je procentuální inhibice  



N mineralizační potenciálN mineralizační potenciál  

 PřiPři  stanovenístanovení  mineralizacemineralizace  dusíkudusíku  sese  častočasto  spojujíspojují  obaoba  procesyprocesy  (amonifikace(amonifikace  
aa  nitrifikace)nitrifikace)  vv  tzvtzv..  NN  mineralizationmineralization  potentialpotential  

 jeje  toto  vyprodukovanávyprodukovaná  sumasuma  NHNH44
++  ++  ((NONO22

--)+)+  NONO33
--  vv  půděpůdě  nana  koncikonci  inkubaceinkubace  

(extrakce(extrakce    roztokemroztokem  KClKCl))  

 pokudpokud  testujemetestujeme  vlivvliv  chemickéchemické  látky,látky,  dostávámedostáváme  klasickýklasický  vztahvztah  dávkadávka  
odpověďodpověď  ss  IDsIDs  

 StanoveníStanovení  koncentracekoncentrace  dusičnanovýchdusičnanových  aa  dusitanovýchdusitanových  aniontůaniontů  vv  půdáchpůdách::  

DusitanyDusitany  

 dledle  ISOISO  1425614256  spektrofotometrickyspektrofotometricky  --  reakcíreakcí  ss  GriessGriess--IlosvayovýmIlosvayovým  činidlemčinidlem  (sulfanilamid(sulfanilamid  aa  NN--11--
naftylnaftyl  etylendiaminetylendiamin  chlorid)chlorid)  tvořítvoří  azobarvivoazobarvivo  ((543543  nmnm))  

DusičnanyDusičnany  

 nejprvenejprve  nutnonutno  redukovatredukovat  nana  dusitanydusitany  (reduktor(reduktor  zz  kadmiakadmia  ––  DevardovaDevardova  slitina)slitina)  aa  pakpak  stejnéstejné  
stanovenístanovení  

 nebonebo  UVUV  spektrofotometriíspektrofotometrií  připři  210210  nmnm    

 nebonebo  iontověiontově  selektivníselektivní  elektrodouelektrodou  ISEISE  

 vv  dnešnídnešní  dobědobě  existujíexistují  automatickéautomatické  analyzátoryanalyzátory::  FIAFIA  --  flowflow  injectioninjection  analyzatoranalyzator  



N mineralizační potenciálN mineralizační potenciál  

 ISO 14238 (1997):  ISO 14238 (1997):  DeterminationDetermination  ofof  nitrogennitrogen  mineralizationmineralization  andand  nitrificationnitrification  in in 
soilssoils  andand  thethe  influence influence ofof  chemicalschemicals  on these on these processesprocesses  



DenitrifikaceDenitrifikace  

 vv  anaerobníchanaerobních  podmínkáchpodmínkách  

 dusitanydusitany  aa  dusičnanydusičnany  sloužíslouží  jakojako  TEATEA  

 NN22OO  ––  skleníkovýskleníkový  plynplyn  !!!!!!  

 Měření: kolorimetrickými technikami, Měření: kolorimetrickými technikami,   
iontově selektivními elektrodami, iontově selektivními elektrodami,   
metodou metodou "acetylene "acetylene blockblock""    
(zablokuje N(zablokuje N22O reduktázu a NO reduktázu a N22O je měřen GC)O je měřen GC)  



Respirace Respirace --  typytypy  

Typ respirace 
Redukční reakce 

Akceptor elektronů  produkt 

Oxidační reakce 
Donor elektronů  

produkt 

Aerobic O2  H2O CH2O  CO2 

Denitrifikace NO3
-  N2 CH2O  CO2 

Redukce Mn Mn4+  Mn2+ CH2O  CO2 

Redukce dusičnanů NO3
-  NH4

+ CH2O  CO2 

Redukce síranů SO4
2-  HS-, H2S CH2O  CO2 

Methanogeneze CO2  CH4 CH2O  CO2 

„
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n
a
e

ro
b

n
í 

re
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ir

a
c

e
“
 



Enzymatické aktivityEnzymatické aktivity  

SledováníSledování  enzymatickýchenzymatických  aktivitaktivit  --  enzymyenzymy  vv  půděpůdě  

-- obecnýobecný  principprincip  spočíváspočívá  vv  přídavkupřídavku  nadbytkunadbytku  substrátusubstrátu  aa  sledovánísledování  jehojeho  
úbytkuúbytku  čiči  produkceprodukce  produktuproduktu  zaza  současnésoučasné  inhibiceinhibice  růsturůstu  mikroorganismůmikroorganismů  

-- měříměří  sese  enzymatickýenzymatický  potenciálpotenciál  čiči  kinetickékinetické  parametryparametry  VmaxVmax  

  

Nejčastěji sledovány:Nejčastěji sledovány:  

   dehydrogenázydehydrogenázy  

   proteázyproteázy  --  inkubace s inkubace s kaseinátemkaseinátem  sodnýmsodným  

   ureázy ureázy --  inkubace s močovinouinkubace s močovinou  

   amidázyamidázy  

   fosfatázyfosfatázy  

   celulázycelulázy  

   ββ  --  galaktozidázygalaktozidázy  



DehydrogenázováDehydrogenázová  aktivitaaktivita  

 enzym,enzym,  kterýkterý  zz  ekotoxikologickéhoekotoxikologického  hlediskahlediska  vysocevysoce  převažujepřevažuje  všechnyvšechny  
ostatníostatní  

 dehydrogenázovádehydrogenázová  aktivitaaktivita  jeje  tedytedy  míroumírou  celkovécelkové  mikrobiálnímikrobiální  aktivityaktivity  



Diverzita půdních mikroorganismůDiverzita půdních mikroorganismů  



Biodiverzita půdních mikroorganismůBiodiverzita půdních mikroorganismů  

BiodiverzitaBiodiverzita  

taxonomickátaxonomická  

strukturálnístrukturální  

funkčnífunkční  

genetickágenetická  

?? interpretace ???? interpretace ??  

  

?? kvantitativní míry ???? kvantitativní míry ??  

  

?? vzájemné vztahy markerů ???? vzájemné vztahy markerů ??  



Analýza lipidůAnalýza lipidů  

 PLFAPLFA  jakojako  biomarkerybiomarkery  

 informujíinformují  oo  složenísložení  mikrobiálníhomikrobiálního  společenstvaspolečenstva::  

  

  

  

  

  

 poskytujíposkytují  aleale  ii  dalšídalší  informaceinformace::  

  

větvené PLFA typicky bakteriálního původu

PUFA, zejména 18:2 charakteristické pro Eukaryota

suma relativní abundance iso a anteiso 

izomerů 15:0 větvených PLFA
reprezentují bakterie

poměr mezi iso(anteiso) 15:0 větvenými 

PLFA a 16:0 větvenými PLFA
 = relativní zastoupení bakterií

18:2 ω FA  = houby

poměr cis a trans izomerů MUFA
pokud vyšší než 1 může značit 

strádání či env. stres

poměr nasycených / nenasycených

poměr cykropropyl FA / jejich monoenoic 

prekursory

poměr iso 15:0 / anteiso 15:0 a iso 17:0 / 

anteiso 17:0

indikace stresu



Funkční Funkční diverzitadiverzita  ––  systém Biologsystém Biolog  



Genetická diverzita MOGenetická diverzita MO  

Nejčastější metody pro zisk „genetického Nejčastější metody pro zisk „genetického fingerprintufingerprintu  společenstva―společenstva―  

 ARDRA ARDRA --  amplifikovaná amplifikovaná ribosomálníribosomální  DNA restrikční analýzaDNA restrikční analýza  

 RFLP RFLP --  restrikční analýza mnohotvárnosti délky fragmentůrestrikční analýza mnohotvárnosti délky fragmentů  

 TT--RFLP RFLP --  koncová restrikční analýza mnohotvárnosti délky fragmentůkoncová restrikční analýza mnohotvárnosti délky fragmentů  

 DGGE DGGE --  denaturující gradientová gelová elektroforézadenaturující gradientová gelová elektroforéza  

 TGGETGGE  --  teplotní gradientová gelová elektroforézateplotní gradientová gelová elektroforéza    

 ARISA ARISA --  automatedautomated  ribosomalribosomal  intergenicintergenic  spacerspacer  analysisanalysis  --  
různorodost délek mezi geny malé a velké ribozomální různorodost délek mezi geny malé a velké ribozomální podjednotkypodjednotky  

 MicroarraysMicroarrays  --  mikročipymikročipy  

 SIP (SIP (stablestable  isotope isotope probingprobing) ) ––  značení stabilními izotopyznačení stabilními izotopy  

Snímek 72 



Kombinace přístupůKombinace přístupů  



Kombinace přístupůKombinace přístupů  



Kombinace přístupůKombinace přístupů  

Doelman & Eijsackers (2004) 
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Kombinace přístupůKombinace přístupů  



Ukázky metod hodnocení mikrobiální kvality půdUkázky metod hodnocení mikrobiální kvality půd  

 viz cvičení E2241viz cvičení E2241  
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