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Uvod - pfipomenuti



Bioindikace

metoda, kdy se na zakladé viastnosti biologickych systému

odhaduji vlastnosti prostredi teplota
prostredi formuje zivé systémy elektromagnetické zaFeni
f voda
- - chemismus
\j radioaktivita

zivé systémy poskytuji informace o prostredi hluk

v sirsim slova smyslu tim oznacujeme vsechny postupy, kde
sledujeme reakce organismu (od jedincu po spolecenstva)

rltomnych v prostredi na stres
MURT RECETOX



Bioindikace versus biomonitoring

= bio + monitoring

= bioindikace je postup

= biomonitoring je jeho pouziti v terennich studiich zejména na
vice lokalitach nebo opakovane v Case
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Bioindikace

RETROSPEKTIVNI
PRISTUP

pozorovani, popis, analyza

biocindikace
(biomonitoring)

V= kontaminace
: '"l,h, (monitoring)

testovana kontrolni
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Chemistry




Bioindikace

= sledovani chemickych latek v odebranych vzorcich bioty
o Vv €emkoliv, preferencné tzv. bioakumulatory ¢i bioindikacni druhy/vzorky (jehlici)

= sledovani bioty a jeji odezvy na faktory prostredi
o biochemické markery

Q

O

- ucinku (stresové proteiny — HSP — heat shock proteiny, chromozomové aberace ...) I

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

o indikatoroveé druhy - pritomnost/nepritomnost indikuje urcitou vlastnost ekosystému g
- citlivé druhy (napf. posSvatky, horské plosténky, liSejniky) g

- oportunni druhy (napf. pakomafi, pijavky ...) g

o stav a funkce organism .
o populace - pocty organismu, distribuce, vékové slozeni ... g
o spoleCenstvo — druhove slozeni a zastoupeni, biodiverzita ©
o stav ekosystému, krajiny — struktura, dynamika, funkce o§
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Akumulacni bioindikatory

= mechorosty — bryomonitoring

= liSejniky — kumulace tézkych kovu a radionuklidy

= jehli¢i — smrk, borovice - kumulace téZzkych kovu a POPs
= vajiCka ptaku
zizaly, sneci
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Akumulacni bioindikatory - priklad

Residual pesticide contamination in naturally exposed and non-exposed earthworms

Maturally exposed population Non-exposed population
(Conventional farming) {Organic farming)

Metolachlore ESA

Imidaclopride
Mesotrione X =36.4
Thiaclopride =281
Fluxapyroxad ]
Tebuconazole I x=2.7

Boscalid
Pendimethaline
Nicosulfuron
Bromoxynil -

y — T <5ngfE
Terbuthylazine

Epoxiconazole

S-Metolachlor

Clomazone

Highly exposed Lowly exposed
|

200 400 600 0 200 400 600

Pesticide concentration in earthworm tissue (ngfg)
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Diflufenican
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Up to 11 of the 73 selected pesticides
were detected in earthworms from
conventional farming against only 3 in
organic farming

Class

B Fungicide
B8 Herbicide
B Insecticide

Earthworms cope with high
concentrations of several chemicals
in their natural environment

SETAC 2020: 1.04.8 Deciphering the molecular
mechanisms of pesticide tolerance of the soil
engineer biodiversity



Bioindikace

* na zacatku je nutno si dobre definovat, jaké
organismy/parametry budeme sledovat pro posouzeni
pusobeni stresu:

o Vvztah k pusobeni stresu

o hodnocené skupiny:

- producenti — rostlinna spoleCenstva
- konzumenti — bezobratli, plazi, ptaci, savci ...
- destruenti — pudni mikroorganismy

o kliGové druhy, bioindikatory, nebo vice druhu, spolecenstvo

o parametry hodnoceni

- strukturni (taxonomické parametry, biomasa, abundance ...)
- funkéni (produkce/respirace, potravni fetézce ...)

MUNI RECETOX
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Bioindikace

= vlastni provedeni odbéru a analyz bioty:
o navrh a rozlozeni vzorkovacich mist
o vzorkovani — podle typu organismu ....
o charakterizace a stanoveni definovanych biotickych parametru
- techniky botanickych, zoologickych, mikrobiologickych a ekologickych disciplin
o charakterizace a stanoveni kontaminace bioty
- techniky analytické chemie a chemie zivotniho prostredi

MUNI RECETOX
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Pudni kvalita a jeji bioindikace



Pudni kvalita — definice

soucasna a do budoucna
udrzitelna schopnost pudy
fungovat jako zivy systém
uvnitr ekosystému
zabezpecujici jeho dulezité
funkce a sluzby, podporujici
biologickou produktivitu,
odolavajici erozi, nesnizujici Ci
zlepsuijici kvalitu ovzdusi,
podzemni a povrchoveé vody a
podporujici zdravi rostlin,
zvirat i lidi
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Indikatory pudni kvality

Musi vyhovovat temto kritériim:

korelace s procesy v ekosystémech (modelovani)

musi zahrnovat vSechny (vétSinu) vlastnosti pud a tak byt
pouzitelne pro odhad vlastnosti, které se nedaji snadno merit

musi byt snadno meritelneé v terenu

musi byt citlivé na zmény technologii a prirodnich poméru
(klima), avsak necitlivé na kratkodobé zmeny

soubor indikatoru musi zahrnovat jiz sledované charakteristiky

MUNI RECETOX



Indikatory pudni kvality

= kvalitativni (napf. puda je dobfe ozivena)

= kvantitativni (napf. biomasa mikroorganismu je 1450 ug Cbio/g pudy)

= vterénu/ v laboratofi
= slozité analyzy pro védce vs karty pro farmare

MUNI RECETOX

Indicator | Table
Indicator Poor Medium Good
Earthworms 0-1 worms in shovelful of 2-10 in shovelful. 10+ in top foot of soil. Lots
top foot of soil. No casts Few casts, holes, or  of casts and holes in tilled
or holes. WOrms. clods. Birds behind tillage.
Organic Matter Topsoil color similar to Surface color closer  Topsoil clearly defined,
Color subsoil color. to subsoil color. darker than subsoil.
Organic Matter No visible residue or roots Some residue Noticeable roots and residue
Roots/Residue few roots
Subsurface Wire breaks or bends Have to push hard, Flag goes in easily with
Compaction when inserting flag. need fist to push fingers to twice the depth of
flag in. plow layer.
Soif Tifth Looks dead. Like brick or Somewhat cloddy, Soil crumbles well, can slice
Mellowness concrete, cloddy. Either balls up, rough through, like cutting butter.
Friability blows apart or hard to pull pulling seedbed. Spongy when you walk on it.
drill through.
Erosion Large gullies over 2 inches Few rills or gullies, No gullies or rills, clear or no
deep joined to others, thin or gullies up to two runoff.
no topsoil, rapid run-off the inches deep. Some
color of soil. swift runoff, colored
water.
Water Holding  Plant stress two days after a Water runs out after  Holds water for a long period
Capacity good rain. a week or so. of time without puddling.
Drainage, Water lays for a long time, Water lays for short ~ No ponding, no runoff, water
Infiltration evaporates more than period of time, moves through soil steadily.

drains, always very wet
ground.

eventually drains.

Soil not too wet, not too dry.

Crop Condition

Problem growing throughout

Fair growth, spots in

Normal healthy dark green

(How well it season, poor growth, yellow field different, color, excellent growth all
grows) or purple color. medium green color. season, across field.

pH Hard to correct for desired crop. Easily correctable. Proper pH for crop.

Nutrient Soil tests dropping with Little change or slow  Soil tests trending up in
Holding more fertilizer applied down trend. relation to fertilizer applied
Capacity than crops used. and crop harvested.




Indikatory pudni kvality

» Priklad souboru vlastnosti pud vyuzitelnych jako indikatory
kvality a zdravi pudy a vztah indikatoru k funkcim pudy

skupina
indikatord

fyzikalni

chemické

biologické

indikator

textura

hloubka pudy,
organomineralniho
horizontu a prokorenéni
infilirace a objemova
hmotnost

reten¢ni vodni kapacita

organicka hmota (C a N)
pH
elektricka vodivost

extrahovatelny N, P, K

mikrobialni biomasa (C a N)

mineralizovatelny dusik

respirace pudy
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kvalita ZP

kvalita kvalita
vody | ovzduSi
X X

X

X

X X

X X

X

X

X

X X

funkce pudy
podpora produkce a
kvality lidské
. v u .| zdravi
rostliny |Zivo€ichové
X
X
X
X
X X
X X X
X
X
X
X

odolnost
proti erozi

X

X

komentar vztahu k funkci a stavu ptdy

transport a zadrzeni vody a chemikalii
odhad produktivity a eroze
potencial pro vyluhovani, produktivitu a erozi

transport a odrzitelnost vody

definuje padni trodnost, stabilitu a rozsah eroze
definuje hranice biologické a chemické aktivity
definuje hranice rostlinné a mikrobialni aktivity
dostupnost Zivin pro rostliny, moznost ztraty N

mikrobialni katalyticky potencial a €asné varovani pfi
zménach v OM

odhad pudni produktivity a potencialni zasobarna N

odhad mikrobialni aktivity



Indikatory pudni kvality

= snaha propojit s ekosystémovymi sluzbami pudy

MUNI RECETOX

Ecosystem service

Important ecological parameters

Supply of nutrients

Water regulation

Soil Structure

Supply of clean shallow groundwater

Supply of clean deep groundwater

Pest control in agriculture

Changeability of soil use

Resilience and resistance

Food web incduding earthworms
Primary production

Ratio of bacteria/fungi
(De)nitrification

Earthworms
Abundance and ratio bacteria/fungi
pH., content of soil organic matter, groundwater level

Earthworms

Abundance and ratio of bacteria/fungi
pH, content of soil organic matter
Nematode Channel Ratio

Specific activity of bacteria and fungi

Clean soil (concentration of pollutants lower than a
maximum concentration)

Extent of leaching of nitrogen, phosphate,

and halogenated pollutants (EOQX)

Activity of the nitrogen cycle

Amount and biodiversity of bacteria and fungi
Clean soil
Extent of washout of nitrogen and phosphate

Plant Parasitic Index of nematodes
Amount and ratio of bacteria and fungi
Mycorrhiza fungi

Diversity of soil organisms
Concentration of nitrogen and phosphate in the soil

Diversity (within functional groups)

Jensen & Mesman (2006)
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Pudni mikroorganismy



Mikrobialni spolecenstvo pldy

rI\/Iikrobiéllm' spolecenstvo pldy =
bakterie (fetizky Ci kolonie)

aktinomycéty (pseudomycelia)

houby (hyfy)
fasy prects W] |/ plon aetlfe
prvoc ey oo

kvasinky S

viry
&

purrowing animals




Vyznam mikroorganismt v padé

r stézejni v cyklech zivin a energii

stoji na pocatku potravnich retézc(
rozklad organické hmoty (mineralizace)
syntéza novych sloucenin (immobilizace)

tvorba humusu m

udrzovani ptdni struktury, stabilita e

V4 t O % » i 'I‘ul.
dagregatu w

prospésny vliv na pldni Urodnost a pro
rUst rostlin

vliv na vodni a vzdusny rezim pldy

L degradace celé rady polutantd




(

ProC mikroorganismy ? 1

' sledovanim stavu pldnich mikroorganismt mizeme nepfimo posuzovat stav celého terestrického '

ekosystému
na stresové faktory mdzeme upozornit velmi brzy
vynikajici indikator biologického potencialu ptd i v pritomnosti stresovych faktorll v pldnim prostredi

davaji odpovéd’ na pritomnost stresujicich faktor( v jejich zivotnim prostredi zejména zménou velikosti
spolecenstva nebo aktivity

zmeény v parametrech mohou Casné varovat pred hrozicim snizenim produktivity systému vlivem
jakychkoli stresujicich faktord

moznost hodnotit: efektivitu zeméedélské, lesni rekultivace, zeméedélského obhospodarovani, hnojeni, dale
vlivQi geneticky upravenych organism& vpravenych do ptdy, vlivli eroze, odlesriovani, zasolovani apod.

pldni mikrobialni ekotoxikologie m{ze prispét k objektivnimu hodnoceni rizik spojenych s réznymi
antropogennimi zasahy




Kolik je v piidé mikroorganismu ?

0,05 - 0,5% hmoty pldy jsou mikroorganismy
105 az 109 jedinct v 1 g suché ptdy

toto mnozstvi staci na zabezpeceni veskerych procest mineralizace a
imobilizace a dalSich proces(

Microbes and Organic Matter Turnover

Carbon dioxide
Fertilisers ~r Crop residues

e S
e e

organicky uhlik A% Microbial
(TOC, Core) " Biomass
nwyes .~ LY o~
zivy uhlik" (1-5%) Na2-Fixation Nutrient
= Mikrobialni biomasa Mineralisation Resistant

Organic matter
(CBIO)

| - Immobilisation of nutrients

http://Iwww-crcsim.waite.adelaide.edu.au



Kde se v pudé MO vyskytuji?

' nejvétsi biomasa mikroorganismd je v humusovém horizontu, v l
rizosfére a s hloubkou dochazi k poklesu

fotolitotrofni mikroorganismy jsou samozrejme vazané pouze na
nejvrchnéjsi vrstvicku pldy

obligatné anaerobni mikroorganismy
se nachazi spise ve spodni Casti __
horizontll (bez pristupu kysliku) — RIEZIEEETESL AT IR

mikroorganismy uzavrené v mikro-
agregatech jsou dobre chranéné
pred predaci protozoi, ale naopak
mohou stradat nedostatkem

L substratu

'
v

i
8
i
2
w
8
i
8
-
¢
£
Q
(]
(=]

Increasing total microbial biomass
—_—




Kde se v pudé MO vyskytuji?

- Rhizosféra

- Ekologicka vazba mikroorganisml na koreny rostlin

-V okoli koren je jiné prostredi nez jinde v pldé

RCOO-

NH4+ \

Metabolism

CHzo \

RNH,

H,PO,-

Hzo + COZ

O,

Vodni rezim
Uvoliuje korenové
exudaty

Produkuji napr.
ristové faktory
Uvolfiuji Ziviny



Pldni MO jsou ve velmi silné interakci s viastnostmi plidy

A

fyzikalné-chemické vlastnosti: teplota, pH, vlhkost, redoxni potencial, obsah jilu,
slozeni pdniho vzduchu, ptdniho roztoku, kontaminanty atd.

struktura pady, sorpcni komplex, ptdni typ, pldni druh, vyuziti pldy atd.

pldni roztok

pldni vzduch (N: 78-80%; 02: 0,1-20%; CO2: 0,1-15%)
sorpce/desorpce; ptdni komplex; biodostupnost substratd a kontaminantd
mikroorganismy samy sorbuji (G+ vice nez G-); jil zvySuje sorpci

na povrsich Castic se sorbuiji substraty i extracelularni enzymy (urychleni reakci a

zvyseni stability extracelularnich enzymi)

vlastnosti plsobi bud’ pfimo, ¢i nepfimo

sezonalita

l nutriéni vlastnosti pldy (zdroj Zivin pro mikroorganismy)

b
=
=
b
<
®
o
c
3
[
<

c

L]
®
=
v
=
v
1]
]

in a temperate grassland or cropland.

~N




Bioindikace pomoci mikroorganismti

r zachycuiji skutecnou reakci organismu v prirodnich podminkach 1

kontaminaci pdd nelze planovat a tedy spocivaiji v popisu dané konkrétni situace, ktera je obtizné
srovnatelna s jinymi pripady z dtivodu rozdilnych koncentraci a typt polutantli, doby kontaminace
nebo i plidniho typu

mely by byt spiSe dlouhodobymi vyzkumy (minimalné jeden rok) vzhledem k vyraznému
sezonnimu charakteru aktivity pldnich mikroorganismd

kontaminace z realného zdroje zahrnuje zpravidla vice druhd polutant - environmentalni smési
biologicka data doplnit chemickym rozborem a rozborem pUdnich vlastnosti

problém s nalezenim odpovidajici kontrolni lokality, se kterou by bylo mozné srovnavat zjiSténé
zmeny v parametrech mikrobialniho spolecenstva

je nutno ocekavat znacné ovlivnéni vysledkll parametry prostredi a dale i sezonnim chovanim
mikrobiologickych parametr( (velka casova i prostorova variabilita)




Metodicka vychodiska ekotoxikologie ptidnich MO

' Vyzkumy vedouci k odhadu druhii, mnozstvi a metabolickych '
aktivit biomasy, biodiverzity, stability, funkceschopnosti atd.
v pladé zahrnuji:

metody determinace usporadani a vyskytu mikroorganismd v pdé
isolace a charakterizace podskupin a druht

odhadu mnozstvi a typt organismt v ptdé

méreni biomasy (kvantita a stabilita)

detekce a méreni metabolickych procest (obecnych i specifickych)
méreni aktivity mikroorganismd (rlst, ATP apod.)

méreni diverzity mikrobialnich spolecCenstev

' sledovani interakci (mykorhiza, rhizosféra) '




Mnozstvi i standardizovany metod

International

Standardy ptdnich mikrobidlnich metod - ISO

biomass

enzyme
activity

diversity
e structural
* genetic
« functional

denitrification

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

e T G T

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 qu_al_ity — Determinat_ion 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 ggti:v?tl::s"ty — Easy laboratory assessments of soil denitrification, a process source of N20 emissions — Part 1: Soil denitrifying enzymes

ISO/TS 20131-2:2018 Soil qgality —_Easy laboratory assessments of soil denitrification, a process source of N20 emissions — Part 2: Assessment of the
capacity of soils to reduce N20

. Tl e #3. W d) o SN LA S LT A B DI

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



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

Odbéry ptdnich mikroorganismi




Odbery jako prvni krok ekotoxikologie MO

r diky vlastnostem mikroorganismt je témér nemozné je 1
sledovat primo v terénu (/n situ) - jen vyjimky (slozita
interpretace)

je tedy potreba reprezentativni vzorek, se kterym je
nakladano jako se zivym systémem, aby se biologickée
spolecenstvo priliS neovlivnilo (napr. vysuseni vzorkd,
zmrazeni, v lednicce ...)

i tak je vzdy laboratorni vzorek néco jiného nez ,realny
svet"

L je tedy nutna urcita standardizace hlavnich podminek J




[ Techniky odbéri 1

r zejména kvantifikace mlze byt odbérem a nakladanim se vzorky silné zkreslena

také kvalitativni parametry (aktivita, diverzita) jsou ovlivnitelné odbérem, zpracovanim a
manipulaci se vzorky

Hlavnim cilem je:

= 1) ziskat reprezentativni vzorek

= 2) minimalné ¢i standardné (vime jak, o kolik) odbérem a manipulaci zménit kvantitu
Existuje mnoho metod a teorie kolem vzorkovani pro pldu:

ISO 10381-6:2009 - Soil quality — Sampling — Part 6: Guidance on the collection, handling and
storage of soil under aerobic conditions for the assessment of microbiological processes,

L biomass and diversity in the laboratory

omparison of microbial sampling approaches in magor natural environments

Environment Access Numbcrs Sampling devices Sample processing

A Threct Low Filters, Andersen samplers Concentration on filters

Direct or remote High or low Nets, containers, filters Dilution er concentration

Remoie High Grabs, corers Scrial dilution

Dhrect Shovels, corers Serial dilution




Techniky odbért

r
vétsSinou vysoké obsahy mikroorganism{ => staci aseptické techniky

(ryCe, vzorkovaci tyCe - odeberou smésny vzorek, Ci celé jadro)

dalSi techniky: zakopana sklicka, pedoskop apod.

A

FIGURE 8.1 Hand auger. (Photo courtesy R. M. Maier.)

eloscope for i situ observation of microorganisms in
lment. A pedescope is a similar device for observation in

(Saurce: Aristavskaya 1972, Reprinted by permission of
sdish National Fesearch Gouncil.)

Figure 7.1
Schematic representation of ouried slide technigue for collection and enumeration of
microorganisms.




Kvantifikace ptidnich mikroorganismu




Primé mikroskopickeé pocitani bakterii (direct bacterial counts)

TABLE 9.2 Equations for Calculating Biomass

' jde vlastné o prvni ze dvou "pocitacich"
technik (druha je tzv. viable / indirect B

0 v, 7 7 v 7 ' A .';m fv
_count§, neI:_>oI| _ pocitani po predchozi Ne = Nig— vsale
izolaci a kultivaci)

Calculation of bacterial numbers in soil:

number of bacteria per gram dry soil
bacteria per field
arca (mm?) of smear (or filter)

area (mm-} of microscope field
volume (ml) of smear of filter
volume (ml) of sample

dilution

wet weight soil

dry weight soil

vétsSinou vyssi pocty nez pri viable counts
(pouze 10% je kultivovatelnych); rozdil
lze zjistit tzv. direct viability counts (DVC)
- inkubace s nalidixovou kyselinou -
Krogurovou metodou (viz. dale)

u pldy je potreba nejdrive dispergace a
separace od pldnich Castic (ty jsou pfi

v a7 rv s Ve (= bacterial biomass carbon (ug/ g-soil)

teChtO teChn|kaCh Vazny prObIem) N, = number of bacteria per gram soil
Vi, = average volume (um®) of bacteria (r2L; r = bacterial radius,
pro zlepSeni pozorovani se uziva fada L=length)
: ¢ ~ density (1.1 X 1077 in liquid culture)
ba rviv FDA AO DAPI FITC atd - 5. = solids content (0.2 in liquid culture, 0.3 in soil}
/ / I q
9%C = carbon content (45% dry weight)

Z p\ﬁmych poétﬂ Ize i Odvod|t b|0masu Calculation of fungal biomass carbon:

(musime ale znat napf. primeérnou C, = 72 1.8 %C X 100
' velikost bunék bakterii ¢i délku hyf hub) '

C, = fungal carbon (ug carbon/g-soil)
r = hyphal radius (often 1.13 phﬂ
L. — hyphal length {cm/g-soil)
¢ = density (1.1 in liquid culture, 1.3 in soil)
5. = solids content (0.2 in liquid culture, 0.25-0.35 in soil)

Adapted from Paul and Clark (1989).




Izolace a kultivace MO z ptudy

r potifeba pro rlzné Ucely, napf. identifikace specifickych
mikroorganismt, méreni diverzity atd.

pocitani mikroorganismd - tzv. viable / indirect counts -
pouziti metod MPN (most probable number) a pocitani
CFU (colony forming units)

u ptdy vhodna extrakce (napr. pouziti surfaktantu Tween
80 s disperznim Cinidlem pyrofosfat sodny) nasleduje
nasobné redeni (vodou, fyziologickym roztokem Ci
pufrem ...)

nasleduji obecné kultivacni techniky - metoda agarovych
ploten: poured a spread plate counts; Vystupem jsou
L CFU / hmotnost Ci objem vzorku




Izolace a kultivace MO z ptudy

Step 1. Make a 10-fold dilution series.

Schéma spread plate
counts

ITm 1m 1ml

9 ml dilution

Step 2. For each dilution, transfer 0.1 ml of
soil dilutions to replicate agar plates.

Step 3b. Sample is spread on the surface of
the agar. This is done by moving the

spreader in an arc on the surface of the
agar while rotating the plate.

Step 4. Incubate plates under specified conditions.

Step 5.Count dilutions yielding 30-300 colonies
per plate_:. Express counts as CFUs per
From: Maier et al. (2000): e
Environmental Microbiology,

Academic Press



Izolace a kultivace MO z ptudy

Izolace jednotlivych druht pudnich MO

- vyuziti pfi potfebé izolovat jednotlivé mikroorganismy, napfiklad pri analyze biodiverzity Ci
pri identifikacich napf. systémem BIOLOG apod.

Step 1 Sterilize inoculating loop

Step 2 Obtain culture from an agar plate (A) or from broth (B).

Step 3 Make successive streaks on an agar plate
to isolate single colonies

Start here with inoculation Sterilize loop,
loop full of culture from start new streak
step 2 (aorb)

Step 4 Incubate agar plate producing
isolated colonies

Isolated colony From: Maier et al.
(2000):
Environmental
Microbiology,
Academic Press

Sterilize loop, . "~ Sterilize loop,
start new streak start new streak

FIGURE 10.3 Isolation of a bacterial colony using the streak plate technique.



Izolace a kultivace MO z pidy

Dominantni kultivovatelné pldni bakterie

Corgansmus | charakteristka funkce

heterotrofni, aerobni, gramvariabilni.
Arthrobacter AZ 40% kultivovatelnych pldnich | Cykly zivin a biodegradace.
bakteri.

Grampozitivni, heterotrofni, aerobni | Cykly zivin a biodegradace.
Streptomyces aktinomyceta. 5-20% Produkce antibiotik, napr.
kultivovatelnych bakterii. Streptomyces scabies.

Gramnegativni heterotrof. Aerobni
nebo fakultativné anaerobni.
Pseudomonas Vlastni velké mnozstvi
enzymatickych systémd.  10-
20% kultivovatelnych bakterii.

Cykly zivin a biodegradace,
vCetné tézko
rozlozitelnych

organickych latek.

Grampozitivni aerobni heterotrof.
Bacillus Viytvari endospory. 2-10% Cykly zivin a biodegradace.
kultivovatelnych pldnich bakterii.




Meéreni biomasy

' BIOMASA = definovana (zeJmena pro ptdu) jako Zzijici ¢ast organické hmoty, ‘
jako organismy mensi nez 10 pm3

nejCasteji se vyjadruje v jednotkach hmotnosti napr. pg Cii,/9.z.

tyto parametry maji zastfesujici povahu - "overall / general parameters" -
tzn. stanovujeme mikrobialni biomasu a nevime co se dé€je uvnitr ("black box
of microbial biomass")

nevychazi ze separace (i izolace mikroorganismd, stanovuji se pfimo ve
vzorcich pldy

u pldy je Gy, cca 1 - 5% C,,

Dva hlavni typy vyuZiti parametry:

1) stanoveni /n situ mikrobialni biomasy - posouzeni biologické kvality pdd -
bioindikace ptdni kvality

2) stanoveni v kontrolovaném laboratornim pokuse - zmény pod viivem
' kontrolovaného faktoru (testy toxicity)

4




Mikrobialni biomasa v ptdé 1

Chloroform-fumigacni extrakcni metoda (FE metoda, CFEM) ‘

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

opéet probiha fumigace, ale vznika extrakt z obou variant (F a NF),
ktery je analyzovan na obsah uhliku; vyhodou je, ze extrakt muze byt
analyzovan prakticky na cokoliv

. , Soil sample
pokud je analyzovan uhlik, Ize to proveést: 60% WHC; 2 mm sieved

dichromanovou oxidaci a naslednou titraci
Ci spektrofotometricky

oxidaci plsobeni K,S,04 (persulfatu) ]
. . v v 2 10g; furmigation 3x10g;
a UV - vznikne CO, a ten je méfen IRGA gt o fumigation

extraction in M_icrobiul extraction in
0.5M K,SC, biomass: 0.5M K5O,

AAA e A8A

ANALYSES: o™ F minus NF e ANALYSES

L vysledek je udavan v pg.gg



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

Mikrobialni biomasa v ptdé

r Metoda substratem indukované respirace (SIR) 1

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

zalozena na empirickém vztahu mezi mikrobialni biomasou a
potencialni respiraci (respiracni rychlost béhem prvnich hodin po
pridani maximalne vyuzitelného substratu - glukdzy - v saturujici
koncentraci)

nékdy vyuzivana jako Udaj o aktivni slozce mikrobialni biomasy
rozsah empirického koeficientu ve validacnich studiich: 15 - 54!!

=> |épe pouzivat pouze pro méreni potencialni respirace — PR (znaci
se nejcastéji jako SIR)

N




Mikrobialni biomasa v ptdé

:Osetfeny vzorek

0,1 - 1% C-glukéza / 1g susiny
60 - 80% WHC

l Titra¢né

Vydej CO, méten <:
CQO,-C GC

Cas (hodiny)
1 2 3 4 5 6

P> Sklon piimky (Regrese)
- Maximdlni respiraéni odpovéd o
(Potencidlni respirace [PR] X: [ml CO,.g".h7]

Cy, = 40,4 . X + 0,37
[mg . g"suiny]




Mikrobialni biomasa v pudé

Effects of Zn, Cu, and Ni in sewage sludge on microbial biomass in a
sandy loam soil.

Zejmena C,, /C,, v pude je citlivy indikator dlouhodobych degradaci
pudni organické hmoty, nebot C,,, se snizuje daleko rychleji nez
celkovy organicky uhlik

Toxicita pro C,,, v poradi Cu > Zn >> Ni > Cd

Fig. 4 Microbial biomass C
expressed as a percentage of
total soil organic C in Glead-
thorpe soils (SEM shown).
Values given in boxes are the
total soil metal concentrations
(ug g~} soil). From Chander
and Brookes (1993). Repro-

duced by permission of the
publisher

of soil organic C

>

Biomass C as a percentage
o
i

o o
o N

Control Uncontam- Ni-sludge Zn-Ni-sludge Zn-sludge  Cu-sludge Zn:Cu-sludge
soil inated
sludge



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

Aktivity ptudnich mikroorganismu




Aktivity mikroorganismti

rMaji velmi uzky vztah k jejich funkcim v ekosystému

jsou smysluplnym a zcela nezbytnym doplnénim Udajd o kvantité mikroorganismt =

co se tyka aktivity, je ddlezita nejen jeji roven, ale i mnohostranost, diverzita
metabolickych funkci

bohuzel, témér vzdy (s vyjimkou /n situ technik) dochazi ke zkresleni pri prenosu z
realného ekosystému

Priklady casto vyuzivanych / mérenych mikrobialnich aktivit:

meéreni respirace; mereni mineralizace dusiku; meéreni fixace dusiku; méreni ATP;
produkce tepla; méreni nitrifikace, sulfurikace, oxidace zeleza apod.; méreni
’ denitrifikace, desulfurikace; méreni enzymovych aktivit; atd. atd.

nestaci jen vysoké mnozstvi mikroorganismd, ale hlavné aby byly funkcni, tedy aktivni

N

4




Bazalni respirace

r jako bazalni mineralizace (= bez pridavku substratu) koreluje s obsahem 1
organicke hmoty (C,,,)

ISO 16072 (2002): Soil quality - Laboratory methods for determination of
microbial soil respiration

Dulezity parametr pro biologickou kvalitu ptidy — BR (basal respiration)

Limity a nevyhody:
aktudlni pridavek substratu ovliviiuje podil aktivnich mikroorganism(
relativni necitlivost k malym davkam kontaminantl

nutno kombinovat s jinymi parametry (napr. mikrobialni biomasa) ci
potencialni respirace (po pridavku substratu)

ng}'jqo interpretovat s ohledem na obsah a dostupnych organickych latek v
pldé

u terénnich méreni nutno stanovovat opakované v Case — silna sezonni

' zavislost '




Potencialni respirace

po pridavku lehce vyuzitelného substratu neni jiz respirace limitovana
substratem a dostavame obraz potencialni respirace - PR - ktera
odrazi skutecné energetické potreby a mineralizacni aktivitu
mikrobialniho spoleCenstva

VZOREK :
: (40% WHC) !

meéreni napr. jako produkce
CO, v metodé SIR

0,1 - 1% C-glukéza / 1g susiny

60 - 80% WHC

/

Titraéné
Vydej CO, méfen ol
CO,-C GC
Cas (hodiny)
1 2 3 4 5 6
P Sklon piimky (Regrese)

- Maximdlni respiracni odpovéd
(Potencidlni respirace [PR]




Potencialni vs. bazalni respirace

VZOREK Voda + Glukoza

® ¥

/ 40% WHN
Predinkubovan

Vzorek - 80% WHC Vzorek - WHC +

D saturujici mnozstvi glukozy

E rodukce CO, mérena
24 h [ 22°C .

Produkce CO, méiena
6 h/22°C

Bazalni respiraéni aktivita: Potencialni respiraéni aktivita:
BR [ug CO,-C . den™] PR [ug CO,-C . den™ |




Mineralizace / respirace / vyuziti C substratt

r ) oy vvr s . . . y
Respirometrie - systemy kontinualne merici respiraci, presneji spotrebu
kysliku Ci produkci oxidu uhlicitého
R{zné metody detekce, rlizny design pristrojl
Vyuziti pro aerobni i anaerobni aplikace, pro studium biodegradaci, kinetiku
rUstu sledovanou pomoci produkce produktu atd.

=)

OxiTOP — méreni respirace pomoci
zmeény tlaku

Eomplr of o Frtion i G . wearadg wea



Rustové krivky mérené pomoci produkce CO,

' ISO 17155 (2002): Soil quality - Determination of abundance and activity of '
soil microflora using respiration curves

metoda stanoveni "kontaminace" pldy (tzv. ecotoxic potential) a efektu
kontaminace v laboratornich studiich

Dilezité parametry:

lag time - Cas od pridavku substratu
do pocatku exponencialniho rlstu —
reflektuje vitalitu "growers,,

rlstova rychlost p

aktivacni koeficient respirace:

Qr = Rp/Rs

cas k dosazeni piku

'.':‘
®
-
+*
[, ]
o
-
]
O
Q
g

Znecisténa pdda:

—— unpolluted soil {1)
Qg >0,3 '; —— polluted sol (2)

lag > 20h

i tpeakmax > 50h 100

fime [h]




Aktivity spojené s preménami dusiku

A

2) zpétné uvolnovani dusiku do atmosféry

3) transformace forem dusikatych sloucenin

Mikroorganismy jsou naprosto stézejni:

1) krome sinic a symbiotickych bakterii nedovedou organismy poutat N,

AKTERIE A PROCESY ZUCASTNENE NA KOLOBEHU DUSIKU.

Fixace dusiku

Nesymbiotické baktérie
(volné Zijici baktérie)

Azotobacteraceae

Azotobacter
Azomonas
Beijerinckia
Derxia

Jiné baktérie

Enterobacter
Nocardia
Clostridium

Rhodospirillales

Symbiotické
balktérie
(Zijici sym-
bioticky
B vikvowvitymi
rostlinami)

Rhizobium

Oxidace slouZenin dusfku
{tvorba dusitant a dusi¢nandi)

Nitrobacteraceae

Jiné baktérie

oxidujici NOy;—

na NQO;™—

Oxidace

NH;
na NO{‘

Nitroso-
monas
Nitroso-
coccus
Nitroso-
lobus

NO,y~
na NOj;z~
Nitrobacter] Nocardia
Nitro- Streptomyces
spina
Nitro-
coccus

c
8
]
Q
=
o
[s]

N,

V4 Nitrogan o
// fixatian Aerobic

Ammonium axidation
NHf ————————————= NO,

\\:\\ Ammonium
U\ assimilation
N
AMMONI- N\
fication \-\*
R-NH,

»,
~
~
~

Nitrite ammonification
Nitrite oxidation

Assimilatory NO;,\\\
reduction .
VNOQ' *—-—7——”03_
Dissimifatory MOy~ reduction

Anaerobic

Redukee dusié¢nant
{tvorba amoniaku
a denitrifikace)

Baktérie zplsobujick
amonifikaci bilkovin
a denitrifikaci, vyuZivajici
NO, a NO;y— jako
akceptory vodiku

Thiobacillus denitrificans
Pseudomonas stutzeri

Nékteré druhy rodu
Bacillus aj.




Fixace dusiku

N

Ammanium oxidation
NH ———————— NO,~

\\Am%tm e sinice (hlavné ve vodach - Aphanizomenon, Nostoc,
ﬁm?(\‘ Anabaena); symbiotické bakterie (Rhizobacteriacae -
T N o lusténiny); kolem 100 druhl volné Zijicich bakterii aerobnich i
A anaerobnich  (Azotobacter,  Azospirileum,  Beijernickia,

Assimilalory NO;‘\ C/OStl‘idium)

reduction AN

™~
NO;~ - NOy"

Pissimiatory NO” reducton e systémy se liSi v mnozstvi poutaného dusiku; nejvice fixuji
symbiotické asociace, nebot’ v okoli korenl je prisun Zivin

// Wl « N, je fixovan do NH; : N, + 6e” > 2NH; (+630 ki/mol)

Denitritication
Nitrite oxidation

c
2
T
L
=

c

[=3

E

E

©

2
=
=
=

Anagrobic

E

e jde o proces spotiebovavajici
energii; probiha jen v dobrych
podminkach; je tedy citlivy

endpoint ke stresu Organism groups? kg N fixed ha~ ! year~!
e A
e inhibujici vliv ma obecné Free-living heterotrophic bacteria 1-2
amoniak a pro volné Zijici Cyanobacteria 5-30
fixatory vysoké koncentrace Symbiotic associations 100 - 200

(e.g., Rhizobium-clover)

kysliku; nékteré ale maji

systém chranici nitrogenazu

pred pusobenim kysliku Pozn.: organismy kterym sta&i N, jako jediny zdroj dusiku se
nazyvaji diazotrofni



Fixace dusiku

l Méreni: Acetylene reduction assay (ARA) '
vyuziva vétsi afinity nitrogenazy pro acetylen
systém s pldou, pfipadné i s rostlinami, je vzduchotésny

prostor nad pldou se z 10% nasyti acetylénem ¢i smési acetylen-kyslik a po nékolika
hodinach se méri ethylen

redukovany ethylen se stanovuje GC s FID detektorem

uziva se faktor 3 molll ethylenu na 1 mol fixovaného N,

je velmi citlivou, levnou a jednoduchou metodou
alternativou je méreni fixace 1°N - nutna draha instrumentace (IRMS)
mUze se také sledovat rychlost rlstu organisml na médiu bez dusiku

' Casto se sleduje také pritomnost hlizek u cilovych rostlin

4




Amonifikace

rproces kdy se NH3 uvolnuje z glutamatu (uvnitf bunek) 1
Ci proces kdy enzymem ureazou se stépi mocovina

nebo extracelularni degradace proteazami, lysozymy, nukleazami
Zavislost na mnozstvi N v prostredi:

pri poméru C:N < 20 prevlada amonifikace

pri C:N > 20 asimilace

Metodicky Ize rozliSit amonifikaci jako bazalni Uroven mineralizace N -
obdoba bazalni respirace v cyklu C; a potencialni amonifikaci po
pridavku substratu (argininu) - obdoba potencialni respirace

|
C=0
|

c

Hy

lutamate
* HO <« eyrogenase »
/\ CH,

NAD NADH t':oo 5
glutamate o - ketoglutarate



Mineralizace dusiku

AMONIFIKACE JE SOUCASTI SIRSIHO POIMU: MINERALIZACE DUSIKU
NEBOT CAST NH; SE DALE OXIDUJE PRI NITRIFIKACI
metodicky nelze obé faze prilis dobre oddélit!!!

pokud chceme znat skuteCnou (ne potencialni) amonifikaci je jedinou

moznosti méreni se znaCenym dusikem >NH,* Ci vytvorit anaerobni prostredi
zatopenim vzorkd




Amonifikace

rl:déFeni: Amonifikace - AMO (postup UKZUZ) 1

vzorek zatopeny vodou je inkubovan tyden pri 40°C

stanoveni amonnych iontd se provadi po extrakci 1M KCl (1:5) spektrofotometricky
(ISO 14256): pri 630 nm se sleduje zabarveni vzniklé reakci s NaOCl a phenolatem
sodnym (salicylanem sodnym), katalyza nitroprusidem sodnym (Berthelotova reakce)

jinou moznosti je stanoveni iontové selektivni plynovou elektrodou (ISE): amonné
ionty se prevedou na amoniak pri pH 11-13 pridavkem 10M NaOH; potencial se méri
elektrodou, pricemz ke kalibraci se uZije roztokd siranu amonného

vyjadruje se jako pg NH,*-N . gt . d!

| Alternativou je méreni se znacenym dusikem 1°NH,* |




Amonifikace - potencialni

' Méreni: Potencialni amonifikace (PAMO) - test s argininem .

pridavek substratu (argininu) a stanoveni amonnych kationtl po 3h inkubace pddy pfi 30°C

stanoveni amonnych iontli se provadi po extrakci 2M KCl (1:4) spektrofotometricky (ISO 14256):
pfi 630 nm se sleduje zabarveni vzniklé reakci s NaOCl a phenolatem sodnym (salicylanem
sodnym), katalyza nitroprusidem sodnym (Berthelotova reakce)

jinou moznosti je stanoveni iontové selektivni plynovou elektrodou (ISE): amonné ionty se
prevedou na amoniak pri pH 11-13 pridavkem 10M NaOH; potencial se méfi elektrodou, pricemz
ke kalibraci se uzije roztokd siranu amonného

YZOREK
, S, Predinkubovdn
Metoda dava falesné vysledky voda + arginin

v kyselych pddach a v pddach voda V J -
po aktualnim pridavku organické hmoty

, L kontrol ?
PAMO neni selektivne inhibovana
cycloheximidem Ci streptomycinem /
a proto nelze oddelené merit Inkubace

' amonifikaci bakterii a hub (30 °C / 3 hodiny)

extrakce (KCI) a

, +
stanoveni NH,




Nitrifikace

N

' vyznamny proces, umoznuje mobilitu dusiku v pldé // l“ﬁ;mbic
Ammanium oxidation
NHd,‘ N027
Dva kroky: N\ |
Ammenium
\assimiation
Amch
LN

I. HN,* + O, + 2H* > NH,0H + H,0 > NO, + 5H*
B = -66 kcal
II. NO,” + 0,50, > NOs- ’*“‘T:Li‘:‘;{:);”\ﬂ'\\
B = -18 kcal

oba kroky jsou striktné aerobni

R=NH,
.,

Denitrification

Nitrite ammonification
Nitrite oxidation

NO,” *-——er————— . N3~
2 Dissimilatory NO5™ reduction

Anaerobic

Genus Species
Zasta’Vé JeJ Jen nékO“k rOdﬂ, \Y/ pﬁdé prvn|’ krok x—\nu'nc-nium oxidizcrs
napr rod Nitrosomonas, Nitrococcus Nitrosortenas s

a druhy krok napft. rod Nitrobacter

NIfrosocnce s

zdrojem uhliku je pak CO2

Nitrosnspira

enzym pro prvni krok je amoniak monooxygenaza (AMO), ruleiformis
ktera ma Sirokou substratovou specifitu a mlze
kometabolicky oxidovat i nékteré polutanty
napr. TCE ci alkany az do C8

' — vyuziti pri bioremediacich !!!

Haring




Nitrifikace

rVeImi dobry indikator stresu, je silné inhibovana polutanty - dGvody: 1

cely systém zisku energie je velmi naroCny: 1. krok potrebuje oxidaci
34 moll amoniaku k fixaci jednoho molu CO,, druhy krok dokonce
oxidaci 100 moli NO,™ !!

dva kroky s pri¢inénim rlznych populaci, druhy krok je méné
energeticky vytézny (jen 70 kJ/mol!) - pokud kroky navazuii,
nedochdzi k negativni kumulaci dusitanld (snizuje pH prostredi,
toxicky ..) dusitany inhibuji prvni krok !!!

obecné uz tak dost citlivy proces k environmentalnim podminkam:
pH optimum je 6,6 - 8,0; pri pH < 4,5 se zastavi

Pozn: existuji i mikroorganismy heterotrofni, které provadi nitrifikaci a
neni znamo proC; predstavuji minoritni vyznam ve srovnani s
autotrofni nitrifikaci

& 4




Nitrifikace

rPotenciéIni nitrifikace (SNA) (NEA - nitrifier enzyme activity) ﬂ
(potential amonium oxidation - PAO)

ISO 15685 (2004): Soil quality - Determination of potential nitrification - Rapid
test by ammonium oxidation

plda je inkubovana v pufrované suspenzi s roztokem chlore¢nanu sodného (inhibuje
oxidaci dusitanl na dusi¢nany) s pridavkem saturujiciho mnozstvi siranu amonného
(substrat pro oxidaci amoniaku na dusitany)

po 6 hod Ci déle, eventualné kazdé 2 hodiny se méri koncentrace NO2-

koncentrace dusitanlt se méfi po extrakci KCl spektrofotometricky reakci s sulfanilamid a
Griess-Ilosvay Cinidlem = N-(1-naftyl)ethylen-diamin dihydrochlorid

jako referencni latku Ize uzit nitrapyrin
‘ chlorefnan ‘
sodny
®




Nitrifikace

rMéi‘eni: Nitrifikace (LNA)

DelSi inkubace se priliS nedoporucuji, nebot’ mohou probihat zmény spolecenstva.

ISO 14238 - Determination of nitrogen mineralization and nitrification in
soils and the influence of chemicals on these processes

zbylého NH,* Ci vzniklého NO5-
jak pro stanoveni jako parametru kvality ptdy
tak pro testovani toxicity latek na N mineralizaci
Test toxicity:
plda pro test toxicity musi byt s Corg 0,5 - 1,5% a nizkym obsahem jilu

pridava se organicky zdroj dusiku - vojtéska (C:N = 16)

testovana latka se prida v cca 5 koncentracich a po 28 denni inkubaci se méri NO3-

plda inkubovana po pridavku 1% siranu amonného; po 1-3 tydnech stanoveni

Y

4

' vysledkem je procentualni inhibice



N mineralizacni potencial

' Pri stanoveni mineralizace dusiku se Casto spojuji oba procesy (amonifikace '
a nitrifikace) v tzv. N mineralization potential

je to vyprodukovana suma NH,* + (NO, )+ NO; v pldé na konci inkubace
(extrakce roztokem KCI)

pokud testujeme vliv chemické latky, dostavame klasicky vztah davka
odpovéd’ s IDs

Stanoveni koncentrace dusicnanovych a dusitanovych aniontl v pldach:

Dusitany

dle ISO 14256 spektrofotometricky - reakci s Griess-Ilosvayovym cCinidlem (sulfanilamid a N-1-
naftyl etylendiamin chlorid) tvori azobarvivo (543 nm)

Dusicnany

nejprve nutno redukovat na dusitany (reduktor z kadmia — Devardova slitina) a pak stejné
stanoveni

nebo UV spektrofotometrii pfi 210 nm

nebo iontové selektivni elektrodou ISE
. v dnesni dobé existuji automatické analyzatory: FIA - flow injection analyzator '




N mineralizacni potencial

ISO 14238 (1997): Determination of nitrogen mineralization and nitrification in
soils and the influence of chemicals on these processes

Vzorek piidy

Ptedinkubace . ] + Piedinkubace
'IIII.ll.lllllllll......-

* Rozdil = mineraliza¢ni =
JE . otencidl .
JL 'ulllllll[:-ln AwEERamssnma AJ[
Inkubace 28-30 dni; 25°C Inkubace 28-30 dni; 25°C

Stanoveni NO;-N + NH,*- N DrvidonE odbiy

Minerélni N v ase na produkci
NO; -N + NH,*-N

Pozn: Ob¢ vananty lze provést
i s pfidanym subsiratem (napf. siran
amonny, org, hmota). Doba inkubace
pak bude kratii podle koncentrace
substratu.




Denitrifikace

Ny

Nitregen .
fixatian Agrobic
Ammonium oxidation B
NHy ———— ———= NO,
.

\\ Ammanium
assimilation

Ammani-

LY

W fication

v anaerobnich podminkach

dusitany a dusicnany slouzi jako TEA

oxidation

N20 - sklenikovy plyn !!!

R-NH,
»,

\A'4 V 4 - - 7 - - - \
Mereni: kolorimetrickymi technikami, \ | ——

jontové selektivnimi elektrodami, 4—
|
metodou "acetylene block" —

(zablokuje N,O reduktazu a N,O je meren GC)

Nitrite

c
2
™
2
=
c
S |
E
E |
T
2|
=
=4
=z

:

Figure 1. Examples of (a) potential denitrification activity (PDA); and (b)
potential ammonium oxidation activity (PAQ) patterns in soll without
(yellow symbols) and with (red symbols) the addition of 100 ug ioxynil
per gram dry soil. The different symbols (®, B, A ) are three replicates
of the same test.

(Units given for PDA are ng N,O-N g dry soll (d.s.) min™ and for g,
hr", and units for PAO are ng NO,-N g™' d.s. min™.)

N,O-N (ng g" d.s.)
g

Time (min)



Respirace - typy

Oxidacni reakce
Donor elektronl =
produkt

Aerobic
(oxidizing)

Redukcni reakce

Typ respirace Akceptor elektronfl = produkt
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Qo
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O
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©
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+1000
Eh (mv)

]
SO).2

Anaerobic
(reducing)




Enzymatickeé aktivity

l Sledovani enzymatickych aktivit - enzymy v ptidé l

obecny princip spociva v pridavku nadbytku substratu a sledovani jeho
ubytku c¢i produkce produktu za soucasné inhibice rlistu mikroorganismd

meéri se enzymaticky potencial Ci kinetické parametry Vmax

Dead, Intact Cell

NejcCasté&ji sledovany: Resting S"”C""er\

dehydrogenazy
Cell Debris <

Living Cell

protedzy - inkubace s kaseinatem sodnym
, . . . ‘l Secretion
ureazy - inkubace s mocovinou Extracelar Engymp " SOUDIe Enzyme: <~
amidazy Humic Acids % /Zl-lumicAcids
fosfatazy rumus Bound Enzymes
Fig. 6.4 Conceptual model of the distribution of enzymatic activity within major soil

celu Iézy enzyme reservoirs,

' B - galaktozidazy




Dehydrogenazova aktivita

"
enzym, ktery z ekotoxikologického hlediska vysoce prevazuje vSechny
ostatni
dehydrogenazova aktivita je tedy mirou celkové mikrobialni aktivity

b
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g
=
o
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g
]
=
S
=1
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10 100

© Cd (mg/kg)

for Cd (as CdCl, - H,0) and soil samples from the swiface horizon of a Calcaric Regos:




Diverzita ptidnich mikroorganismii




Biodiverzita pidnich mikroorganismi

\\\\\\\\\\\\$

geneticka

strukturalni

taxonomicka

\ 4

funkcéni




Analyza lipid{

AT
- PLFA jako biomarkery

- informuji o sloZzeni mikrobialniho spolecenstva:

- poskytuiji ale i dalsSi informace:




Funkcni diverzita — systém Biolog

Tuble 1

Carbon substrates in Biolog ECO microplates. Assignment ¢

°  biochemical categories follows that of Tnsam (1997)
—z -Hydrox
T G [ o[y
iE (o) . a-cyclodextrin
L- T n 40 B8 glycogen
Ph.nvllllﬂlﬂ. Tween 40
Tween 80
Carbohydrates ) 03
{ p-cetlobiose®
ﬁ D1 m h i-erythritol Mannlld ‘.mew |d
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L arboxylic acids
Ed i N- M.M.D- 'y p-xylose s ‘év y-hydroxyburyric acid
=T hreonine O ic a-ketobutyric acid
L T Cvclod.xtrln Gluco..mln. Hydto‘ybutv' ; p-galacturonic acid
Ac'd p-glucosaminic acid
itaconic acid
p-malic acid*
Fz Fa F‘ Fﬂ pyruvatic acid methyl ester
- 1y Amino acid:
Fe Rl oen |O- haconic Acld |Glyeyble  |GI aoo woce
G‘W*L’ lem. .m.nlc Glut.'nlc Acld L-asparagine
G'I.It.l“lc M‘d 0'“00. glycyil-L-glutamic acid
Ac.d i -phenylalanine
L-serine
L-threonine
Gi
63 G‘ Amines
01 02 h d D"‘ phenyl ethylamine
G‘ Gh”o"'" “"K.tobutyﬂc Ph.nyl.t y' utrescing
Phenylethyl- D-Celicblose \d amine P
Pho.ph.t. Ac Phenolic compounds
lllllll. 2-hydroxybenzoic acid®
4-hydroxybenzoic acid®
H‘ H 1 * Indicates substrates not present in GN plates.
ic Acld
— [T ] JH2 JHa P (P P Jn-n-l artOtd ID.L‘G‘GWC.'D“ D-m“

) C4
L.
Phe

—or

L-&

E4
L-T




Geneticka diverzita MO

rNej&fastéj:le' metody pro zisk ,genetického fingerprintu spolecenstva" 1
ARDRA - amplifikovana ribosomalni DNA restrikcni analyza

RFLP - restrikéni analyza mnohotvarnosti délky fragmentt

T-RFLP - koncova restrikcni analyza mnohotvarnosti délky fragmentd
DGGE - denaturujici gradientova gelova elektroforéza

TGGE - teplotni gradientova gelova elektroforéza

ARISA - automated ribosomal intergenic spacer analysis -
rlznorodost délek mezi geny malé a velké ribozomalni podjednotky

Microarrays - mikroCipy

L SIP (stable isotope probing) — znaceni stabilnimi izotopy J

Snimek 72



Kombinace pristupti




Kombinace pristupti

Grouping of the Soil Microflora According to Possibilities to Study
Populations and Activities at Different Functional Levels

Functional level Examples of observations

Organisms Genetic changes
Enzyme activities
Physiological changes, e.g., growth
Populations Biomass (bacterial, fungal, total)
Number of populations, e.g., actinomycetes, bacteria, fungi

Specific organisms, e.g., ammonitiers, cellulose degraders,
cyanobacteria, denitrifiers, ligninolytic organisms, mycorrhiza (ecto,
arbuscular), nitrifiers (ammonium oxidizers, nitrite oxidizers),
proteolytic organisms, Rhizobium spp.

Activities ATP-measurement, CO, production, heat production, O, consumption

Ammonification, cellulose decomposition, denitrification, litter
decomposition, nitrogen fixation (Rhizobium, heterotrophs,
cyanobacteria), straw decomposition, sulfur oxidation

Combination of activity and biomass data, giving specific activities

Interactions Mycorrhiza (ecto, arbuscular), pathogens, physiological changes,
_ | Rhizobium, rhizosphere organisms (associate nitrogen-fixers,
producers of growth stimulating or inhibiting substances)

Soil aggregate stabilization (bacteria, fungi)




Kombinace pristupti

Soil ecasystem parameter Microbial indicator

Function C-eyeling Soil respiration

Metabolic quotient (gC0:
Decompusition of ur.g.,fmiu; mntter
Suil enzyme activity

M-cycling M-mineralization
Mitrification
Denitrification
MN-fixaton

General activities Bactenal DNA synthesis
RNA measurements
Bacterial protein synthesis

Community growth physiology
Root-activit Mycarrhiza

Biodiversity General biomass Microbial blomass: direct methods
Microbial biomass: Indirect methods
Microbdal quotient
Fungi
Fungi-bacieria ratio
Probozon
Biodiversity Structural diversity
Functional diversity
Marker lipids
Suppressiveness to pathogens
Bioavailability of Biosensor bacteria
contaminanis Plasmid-containing bacteria

Biomarker species

Incidence and expression of catabuolic genes




Kombinace pristupt

Ecological rele-
vance

Integration of soil proper-

ties

Sensitivity to

change

High
Intermediate-high

Intermediate-high
intermediate-high

High
High

High
Intermediate-high

High
High

High
High

High
Intermediate

High
High

Intermediate
Intermediate

Intermediate
High

Intermediate
Very high

High
High

High
High

High
Intermediate

Intermadiate

Low-

intermediate

Intermediate
High

Documentation  Reproducibility

High
High

Intermediate
Intermediate

High
High
High

Intermediste-
hiuh

Economy/pre

lity

GGood {10-day
tion)

Good {10-day
tion)

Intermediate

Good (10-day
tion)

Good (10-day
tion)

Good

Intermediate
Pooi-interme




Kombinace pristupii

Syntéza nové biomasy
Rozvoj spoledenstva

Narust aktivity na jednotku biomasy

a) zvysené niroky na udrfovaci energii
dlouhodobg negativni
b) kritkodob4 reakce na dostupny
substrat

yPokles reakce na lehce dostupny substrét

a) zvyseni "nabidka" substritu v pidé
b) inhibice respiralni aktivily

Pokles obsahu biomasy
Dlouhodobé velmi negativni jev

Pokles aktivity na jednotka biomasy

a) syntéza nové biomasy -
diouhodobé pozitivni
b) prudk4 inhibice respiralni aktivity

Intenzivni reakce na lehce dostupny
substrat

a) nedostatek dostupného substritu
v pudé; nedostatek energie
b) velky mineralizaéni potenciil




Ukazky metod hodnoceni mikrobialni kvality pid

Viz cviceni E2241




Literatura

Pankhurst, C.E., Doube, B.M., Gupta, V.V.S.R. (1997): Biological indicators of soil health. CAB International, Wallingford. ISBN 0851991580.

Doran, J. W., Parkin, T. B. (1994): Defining and assessing soil quality. In: Defining soil quality for a sustainable environment. SSSA special publication number 35.
SSSA, Inc., American Society of Agronomy, Inc. Madison, Wisconsin, USA, 1994, pp. 3 — 21.

Sanka, M., Materna, J. (2004): Indikatory kvality zemé&délskych a lesnich pid CR. Edice Planeta. Odborny &asopis pro Zivotni prostfedi. Roénik Xl &islo 11/2004,
ISSN 1213-3393.

Jensen J. & Mesman M. (2006). Ecological risk assessment of contaminated land. Decision support for site specific investigations. Report 711701047. RIVM,
Netherlands

Doelman P. & Eijsackers H.J.P. (2004): Vital Soil - Function, Value and Properties. Elsevier. 358 p. ISBN: 0-444-51772-3

Maier, R.N., Pepper, I.L, Gerba, C.P. (2000): Environmental Microbiology. Academic Press, ISBN: 0124975704, 608 pp.

Atlas, R.M., Bartha, R. (1997): Microbial Ecology: Fundamentals and Applications (4th Edition). Addison-Wesley Pub Co, ISBN: 0805306552, 306 pp.
Paul, E.A., Clark, F.E. (1996): Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press, ISBN: 0125468067, 340 pp.

Tate, R.L. (2000): Soil Microbiology (2nd Edition). John Wiley & Sons, ISBN: 0471317918, 536 pp.

Alef, K., Nannipieri, P. (1995): Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press, ISBN: 0125138407, 576 pp.

Burlage, R.S., Atlas, R., Stahl, D. (1998): Techniques in Microbial Ecology. Oxford University Press, ISBN: 0195092236.

Hurst, C.J., Crawford, R.L., Knudsen, G.R. (2002): Manual of Environmental Microbiology. Amer Society for Microbiology, ISBN: 155581199X, 1138 pp.
Pepper, I., Gerba, C. (2005): Environmental Microbiology: A Laboratory Manual. Academic Press.

Gill, R., Ramos-Rodriguez, O. & Raine, N. Combined pesticide exposure severely affects individual- and colony-level traits in bees. Nature 491, 105-108 (2012).
https://doi.org/10.1038/nature11585

MUNI RECETOX 79


https://doi.org/10.1038/nature11585

