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Metodiky a postupy mikrobiální ekotoxikologie

Diverzita mikrobiálních společenstev
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Společenstva mikroorganismů

= složitý systém vazeb mezi sebou i s okolním prostředím

Hlavní mechanismy mezi- a vnitrodruhových procesů:

• kooperace (u mikroorganismů nějčastěji substrátová)

• kompetice (antibiotika)

• symbiózy s rostlinami (jsou často sledovány jako eko(toxiko)logický endpoint)
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Selekce, strategie

Hlavní hybatele:
• selekce

• diverzita

• sukcese

Strategie a selekce:

r a K stratégové - lze je vidět v rovnici růstu:

r = rychlost růstu populace na jednotku kapacity prostředí

K = únosná kapacita prostředí

Během studia mikrobiálních společenstev bylo prokázáno, že mikroorganismy praktikují buď jednu, či 
druhou stategii.

dX 1 r
r X

dt X K

 ⋅ = − ⋅ 
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Selekce, strategie

r stratégové
• vysoká reprodukce

• strategie je růst, jinak ne příliš schopni kompetice

• většinou zymogenní org.

• začínají kolonizaci nových prostředí

• strategie maximálního růstu (µmax)

• lépe přežívají v nízkých hustotách společenstva, v prostředích nelimitovaných substrátem

• "growers"

K stratégové
• konzervativní

• využívají "pečlivě" zdrojů

• většinou autochtonní

• lépe přežívají v diverzifikovaném společenstvu

• závisí na svých specializacích (na daném prostředí)

• "non growers"

Lze stanovit např.:
- jejich podíly na substrátem indukované respiraci (SIR)

- lze inhibovat r stratégy v pokusech s minimálním přídavkem substrátu (např. acetát)
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Biodiverzita

- je funkcí ekosystému (ekosystém má mnoho/málo nik ===> biodiverzita je velká/malá )

Nerovnováha: ekosystém má mnoho nik a ty nejsou zaplněny (např. ve zničených či stresovaných 

ekosystémech)

Stabilita: stabilní vztahy mezi populacemi, uvnitř populací a mezi organismy a prostředím

Stability je většinou dosaženo na konci sukcese (nebo pravdivěji v jejím subfinálním stádiu)

Diverzita = rovnoměrnost rozložení jedinců do skupin = informace

Větší diverzita = větší "pool" informací (strategií, enzymů, genomů ...) = menší energie nutná na 
udržení celku = vyšší stability

Specifika mikroorganismů: různé druhy a rody mohou zastávat podobné funkce (větší smysl má tedy 

funkční než taxonomická diverzita)

Vysoká diverzita zajišťuje stabilitu ekosystému
Pokud je zásah, je tolerance vyšší u diverzifikovaného společenstva

Často má inverzní vztah s produktivitou
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Biodiverzita

- tíhne být nízká ve specializovaných ekosystémech, kde je jeden faktor určující (variant)

Přirozený stav pro mikrobiální společenstva je vysoká diverzita - snižována je stresem a negativními zásahy.

====> biodiverzita mikroorganismů je ideální mírou biologické kvality systému
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Biodiverzita

taxonomická

strukturální

funkční

genetická

?? interpretace ??

?? kvantitativní míry ??

?? vzájemné vztahy markerů ??
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A. Genetické a molekulární techniky
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Genetické a molekulární techniky

- primárně používány pro identifikaci, ale sekundárně využitelné i při hodnocení biodiverzity (proto 

uvedeny v této části), jako biomarkery apod.

Příklady:
• próby DNA - identifikace typů bakterií

• RT-PCR (reverse transkriptase - polymerase chain reaction) - určí, které geny jsou funkční na 

vyizolovaných bakteriích atd.

Ale i přímé hodnocení genetické diverzity - vyjádří heterogenitu DNA společenstva:

Rychlost reannealingu:

extrakce DNA - čištění DNA - měření opětovného spojení řetězců po denaturaci (reannealing)

C0.t1/2 .... iniciální koncentrace DNA × čas, který je potřeba na reannealing poloviny

- rychlost je spojena s podobností fragmentů: rychlý reannealing ==> malá diverzita

- např. v půdě C0.t1/2 = 4600 odpovídá 4000 různých genomů (cca 200× vyšší diverzita než byla naměřena u 

stejné půdy izolačními technikami)



10

Metodiky a postupy mikrobiální ekotoxikologie

není nutná
kultivace 

mikroorganismů



11

Metodiky a postupy mikrobiální ekotoxikologie

Genetické a molekulární techniky

- základem většiny genetických technik je klonování fragmentu 

DNA (není nutná kultivace), RNA se používá méně často (její

extrakce a stabilita je horší)

Kroky obecně:

1) extrakce DNA

a) promývání a frakcionace buněk gradientovou centrifugací, následuje lýze a 

extrakce

b) lýze buněk in situ, extrakce, separace DNA od Corg (chromatografie, 

elektroforéza, srážení, extrakce, centrifugace)

2) fragmentace <====> hybridizace

Fragmentace - využití restrikčních enzymů; Denaturace - chemická či 

teplotou

3) detekce, např. separace na gelové elektroforéze

- agarózová či polyakrylamidová

- na základě velikosti fragmentů (kilobáze) dojde k separaci (malé jsou 

nejrychlejší)

- porovnání proužků s markery o známé hmotnosti
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Genetické a molekulární
techniky - extrakce DNA z 
půdy
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Genetické a molekulární techniky - extrakce DNA z půdy
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Genové próby

- slouží k detekci specifické NA sekvence a ke 

kvantifikaci jejího množství

- DNA je po extrakci, izolaci a purifikaci 

fixována na membráně, denaturována a 

hybridizována s DNA próbami

- próby jsou značeny radioaktivně (32P), 

digoxigeninem (DIG), biotinem či 

fluoresceinem
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Genové próby - pokračování

- detekce přímá pomocí autoradiografie (fotografický obraz) nebo nepřímá navázáním protilátky či 

straptavidin-fosfátového konjugátu a následné detekce fluorescence, chemiluminiscence či kolorimetricky
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Genové próby - aplikace

Colony hybridization

- aplikace pro celé kultury na agarových 

plotnách

Princip: filtrační papír je otisknut na Petriho misce, 

takže dojde k adhezi buněk z kolonií; následuje lýze 

buněk; označení radioaktivními próbami a detekovány
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Genové próby - aplikace

Southern and northern blotting

- southern blotting identifikuje DNA, 

northern RNA

Princip: NA jsou separovány gelovou 

elektroforézou a následně přemístěny (= blotting) na 

membránu, kde jsou hybridizovány s próbami
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Genové próby - aplikace

Dot blotting

- technika hodnotící přítomnost dané

sekvence NA bez přecházející separace 

na gelu

Princip: identická množství NA jsou přeneseny na 

nitrocelulózový filtrační papír a následně próbovány 
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Genové próby - aplikace

In situ hybridization

- užívá próby, které přímo hybridizují s cílem uvnitř buněk, nejčastěji hybridizace na 16S rRNA, což je 

výhoda neboť rRNA je v buňkách mnoho (104) -> silný signál

- síla signálu je úměrná počtu ribozómů a tím pádem idikuje růstovou rychlost mikroorganismů

- signál detekován epifluorescenčním mikroskopem
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PCR - polymerase chain reaction

- dojde k naamplifikování určitého 

fragmentu NA

- dnes již v podobě kitů

- minimální vybavení (termocycler)

- užití pro detekci specifických 

mikrobiálních skupin

Princip: máme 2 primery, DNA polymerázu, směs 

nukleosidfosfátů; cykly inkubačních podmínek v 

termocycleru (disociace, annealing, extenze); detekce na 
gelové elektroforéze po barvení ethidium bromidem
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PCR - polymerase chain reaction
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PCR - polymerase chain reaction - GENETIC FIGERPRINTING

Princip: použijeme nespecifické primery (např 10 - 20 base pairs - bp), dojde k nespecifické amplifikaci genomu; následuje separace na gelové

elektroforéze, barvení a zisk fingerptintu

- několik metod, např. AP-PCR (arbitrarily primed PCR)
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PCR - modifikace = RT PCR

- zahrnuje enzym reverzní

transkriptázu

- vytvoří DNA kopii z RNA 

(complementary DNA - cDNA)

- využitelná je analýza mRNA, která

dovoluje odhadnout míru metabolické

aktivity

Princip: použitím malých primerů dojde k 

reverzní traskripci RNA; poté je použita PCR
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RFLP - restriction 
fragment lenght 
polymorphism analysis

- založeno na působení

restrikčních enzymů

- srovnává délku fragmentů pro 

různé druhy; vychází s 

předpokladu, čím vzdálenější

jsou fylogeneticky organismy, 

tím více se liší jejich sekvence 

DNA

- lze výborně použít pro 

studium společenstva (studium 

genové heterogenity)
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RFLP - restriction fragment lenght polymorphism analysis

Princip: fragmentace DNA na malé oligonukleotidy (4-6 bp); separace fragmentů na gelové elektroforéze; hybridizace s próbami; barvení

ethidium bromidem; výsledek je tzv. GENETICKÝ FINGERPRINT - srovnání s databázemi

- velmi často se užívá pro rRNA mikroorganismů
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DGGE - denaturating gradient gel electrophoresis or TGGE - temperature gradient gel 
electrophoresis

Princip: aplikace nespecifických primerů z oblasti 16S rDNA (=DNA kódující 16S rRNA) v PCR dá vznik amplifikované 16S rDNA; vznikají

fragmenty téměř stejné délky ale jiného složení;  separace na gelové elektroforéze je pak založena na různé migraci v závislosti na lineárně se 

zvyšujícím gradientu DNA denaturantů (močovina/formaldehyd či teplota)

- čím více je restrikčních proužků, tím vyšší je diverzita - vzniká charakteristický fingerprint

• Autoři srovnávali tři půdy různě kontaminované rtutí: 

A - 7 µg/g, B - 28 µg/g, C - 511 µg/g.

• Počet DGGE proužků se významně lišil mezi půdami, 

nejvyšší byl v půdě A a nejnižší v půdě C.

• Vysoká koncentrace rtuti významně ovlivnila složení

mikrobiálního společenstva. 

Příklad:
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B. Analýzy lipidů: biomarkery a diverzita
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29

Metodiky a postupy mikrobiální ekotoxikologie

Analýzy lipidů: biomarkery a diverzita

- lipidy buněčných membrán jsou tak specifické, že mají povahu až biomarkerů ===> SLB - signature lipid 
biomarkers

- jsou velmi diverzifikované: několik skupin a v rámci nich jsou lipidy s mnoha strukturními variacemi

- každý mikroorganismus má charakteristický "pattern" složení lipidů, který může být užit jako diagnostický 

parametr

Příklady:

C27,C28,C29 M. luteus

rod Micrococcus dle větvených nenasycených FA: C25,C26,C27 M. varians

C30,C31,C32 M. sedentarius
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Analýzy lipidů: PLFA - phospholipide fatty acids

- lipidy buněčných membrán jsou tak specifické, že mají povahu až biomarkerů ===> SLB - signature lipid 
biomarkers

- jsou velmi diverzifikované: několik skupin a v rámci nich jsou lipidy s mnoha strukturními variacemi:

1) Jednu velkou skupinu tvoří mastné kyseliny vázané v původní makromolekule fosfolipidu esterovou 

vazbou (EL-PLFA):

a) nasycených PLFA (SATFA - saturated fatty acids)

b) mono-nenasycených (MUFA - mono-unsaturated fatty acids)

c) vícenásobně nenasycených (PUFA - poly-unsaturated fatty acids)

d) hydroxy-substituovaných (PLOH)

2) Druhou velkou skupinu tvoří mastné kyseliny vázané v původní makromolekule přes neesterovou vazbu 

(NEL-PLFA):

a) UNSFA - nasycené i nenasycené mastné kyseliny a hydroxy-substituované (UNSOH)

Konkrétní sloučeniny mastných kyselin jsou stanovovány stejné v obou frakcích, tedy EL-PLFA i 
NEL-PLFA. Liší se tedy pouze způsobem navázání v molekule fosfolipidu. UNSFA tedy zahrnují stejné

molekuly jako SATFA+MUFA+PUFA, pouze místo karboxylového konce, mají jiné zakončení
pocházející z hydrolýzy neesterové vazby. Analogicky totéž platí pro PLOH a UNSOH.
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Analýzy lipidů - názvosloví

- základní část vlastního názvosloví tvoří poměr X:Y, kde X je počet uhlíků v řetězci kyseliny a Y značí

stupeň nenasycenosti, tedy počet dvojných vazeb v makromolekule

- pozice dvojných vazeb je pak číslo v závorce s tím, že pokud je u něj c, respektive t, znamená to cis, 

respektive trans konfiguraci

- písmeno n znamená normální nevětvený řetězec

- zkratka br znamená rozvětvenou molekulu o methylovou skupinu

- písmena i a a pak znamenají iso a anteiso pozici methylové skupiny

- písmeno p či p následováno číslem znamená pozici methylové skupiny od karboxylového konce molekuly

- cyklopropylové skupiny na PLFA mají v názvosloví zkratku cy

- pozice hydroxy skupiny v řetězci je vyznačena jako α, β od karboxylového konce, či od alifatického konce 

řetězce symbolem ω následovaným číslem, například ω-1

- písmeno d znamená dikarboxylové mastné kyseliny 



SOIL SAMPLE

one-phase extraction

SPE-SI - column

lipids soil residue

neutral lipids glycolipids phospholipids

mild alkaline methanolysis

SPE-NH2 - column

undisturbed

SPE-SCX - column

hydroxy

substituted

unsaponifiables

acidic hydrolysis

SPE-SCX - column

SATFA MUFA PUFA PLOH USFA UNSOH

GC-MS
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Analýzy lipidů - analýza

- složitá separace a extrakce; esterifikace na FAME

- analytická koncovka je GC-MS: na základě MS je 

identifikována mastná kyselina a na základě retenčního 

času pak již může být rutinně analyzována

- existují knihovny FA pro MS

MS spektrum methyl esteru trikosanové
kyseliny
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Analýzy lipidů - PLFA jako biomarkery

- informují o složení mikrobiálního společenstva:

- poskytují ale i další informace:

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
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Analýzy lipidů - PLFA jako biomarkery
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Analýzy lipidů - PLFA jako biomarkery
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Příklad:
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Další indikátorové látky - biomarkery

ergosterol - houby (HPLC)

muramová a diaminopimelová kyselina - prokaryota (HPLC)

lipopolysacharidový lipid A mastné kyseliny a kyselina teichoová - G- a G+ (GC/MS)

hydroxy FA, plasmalogeny a sfingolipidy - anaerobní populace bakterií
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C. Funkční diverzita - systém BIOLOG
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Funkční diverzita - systém BIOLOG

- systém BIOLOG využívá jednoduchých uhlíkatých substrátů, které se většinou vyskytují přirozeně v 

půdním prostředí; tyto jsou v 96-jamkových mikrodestičkách spolu s barvivem a na základě schopnosti, či 

neschopnosti mikroorganismů využívat jednotlivé substráty vzniká specifický "fingerprint", který buď

identifikuje mikroorganismus (identifikační přístup), nebo fyziologický potenciál společenstva (funkční
diverzita - ekologický přístup)

- v prvním případě je použita monokultura, která je po izolaci identifikována pomocí mikrodestiček s 96 

uhlíkatými substráty (barvivo je TTC ---> TPF; λ=590 nm) - GN2 MicroplateTM a GP2 MicroplateTM -

rutinní využití k identifikacím mikroorganimů v celé řadě oborů

- druhý způsob využití, méně častý a poměrně nový, je přístup hodnocení diverzity mikroorganismů

technikou fyziologické profilace na úrovni společenstva (CLPP - community level physiological profiles); 

pro tento účel byly vyvinuty BIOLOG EcoPlatesTM - mikrodestičky, které obsahují 3 krát 31 vybraných 

uhlíkatých substrátů a jejichž schopnost profilovat metabolický "fingerprint" společenstva je využitelnější

zejména pro statistické hodnocení (méně "proměnných")
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Systém BIOLOG pro identifikaci mikroorganismů

- systémem BIOLOG je možné rychle a laboratorně nenáročně získat širokosubstrátový "fingerprint" 

izolovaných kultur, který umožňuje s pomocí v současné době nejrozsáhlejších databází (zahrnují vice než

1900 mikroorganismů) jejich identifikaci

- identifikaci obstarává několik typů software od firmy BIOLOG, které na základě metabolického "otisku" 

bakterie identifikují o který druh se jedná

- systémy se liší cenou a vybavením - nejjednodušší verzí je MicroLog 1TM, který obsahuje pouze 

prohledávač databází "fingerprintů", které se objednávají zvlášť dle potřeby (GP, GN bakterie, kvasinky 

apod.)

Srovnání: 
databáze BIOLOG pro gram negativní bakterie obsahuje 501 aerobních druhů ×

• Bio Mérieux API 20E® & NFT obsahuje asi 180 aerobních druhů

• Bio Mérieux API 20E® GNI+ obsahuje 104 aerobních druhů

databáze BIOLOG pro gram pozitivní bakterie obsahuje 318 aerobních druhů ×
• Bio Mérieux Vitek® GPI obsahuje 49 aerobních druhů

• Bio Mérieux API® Staph, 20 Strep, & coryne asi 106 aerobních druhů



 

 

1. KROK: Izolace čisté monokultury na mediu od firmy BIOLOG a různá 

barvení a testy pro identifikaci testovacího protokolu (čas a teplota 

inkubace destičky). 

 

 

 

2. KROK: Příprava inokula o požadované hustotě. 

 

 

 

 

3. KROK: Inokulace mikrodestičky a kultivace při danných teplotních 

podmínkách. 

 

 

 

 

4. KROK: Identifikace "fingerprintu" na mikrodestičce pomocí softwaru a 

datbází BIOLOG. 
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Systém BIOLOG pro identifikaci mikroorganismů

Postup:
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Systém BIOLOG pro identifikaci mikroorganismů
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Systém BIOLOG - funkční diverzita mikrobiálních společenstev

- BIOLOG mikrodestička EcoPlateTM byla vyvinuta speciálně pro účel studia funkční diverzity 

mikroorganismů a ekologie mikroorganismů

- zaznamenává "fingerprint" metabolického potenciálu společenstva, založený na principu utilizace 

vybraných zdrojů uhlíku

metabolický potenciál společenstva = funkční diverzita = blízký vztah k ekologické významům

- studie byly publikovány ve všech oblastech enviromentalistiky, asi nejvíce je ovšem studium mikrobiální

biodiverzity rozvinuto u půdních mikrobiálních společenstev

- BIOLOG systém byl úspěšně využit pro posouzení vlivu zemědělského managementu, degradace 

chemikálií, vlivu pH, vlivu zaplavování půdy pro půdní mikrobiální společenstva
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Systém BIOLOG - funkční diverzita mikrobiálních společenstev
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Systém BIOLOG - funkční diverzita mikrobiálních společenstev - ECO Plates
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Systém BIOLOG - hodnocení

Hodnocení:
Sledování AWCD (average well colour development) či integrace plochy pod křivkami (CI)

Získané parametry:

1) AWCD pro celou destičku či AWCI pro celou destičku

2) (C-R), kde C produkce barvy (např. po 120 h) v jamce substrátu, R produkce barvy v jamce A1

3) (C-R)/AWCD - standardizováno (např. pro PCA)

4) CI pro každý substrát

5) CI/AWCI
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Systém BIOLOG - hodnocení

AWCD (average well color development)
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Systém BIOLOG - hodnocení

Při vyhodnocení se často vytváří tzv. CLPP 
- community level physiological profile: 

- každá jamka mikrodestičky představuje 

potencionální mikrobiální funkci s výstupem 

ano/ne (reagovalo/nereagovalo) - tento výstup 

však nemá pravděpodobnostní charakter a 
pro jakékoliv statistické metody 
představuje problém

- proto se při několikaterém zopakování

vytváří hodnota ekologické abundance (pro 

každou jamku) - tedy např. pozitivní reakce 9 

krát z 10 = 90%

- vznikají pseudo spojitá čísla, se kterými se 

pak vstupuje do vícerozměrných analýz
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Systém BIOLOG - ekotoxikologický systém

BIOLOG mikrodestička představuje ideální zminimalizovaný systém, kde můžeme paralelně sledovat 
průběh 31 až 95 biochemických reakcí:
• jednoduchý kolorimetrický výstup

• možnost vynesení křivek dávka odpověď

Kontaminace zinkem narůstá

Příklad:
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Systém BIOLOG - využití pro hodnocení PICT (Pollution induced community tolerance)

- je založeno na přirozené schopnosti mikroorganismů tolerovat do určité míry kontaminanty v prostředí

- při působení kontaminantu na mikroorganismy se projevuje jejich mechanická, genetická a fyziologická

adaptace na nové podmínky a dochází k odumření citlivějších společenstev

Vlastnímu měření musí předcházet chemická

analýza, která má za úkol zjistit, v jaké koncentraci 

a o jaký kontaminant se jedná. Poté se udělá

extrakt z půdy a mikroorganismy se očkují do 

několika mikrodestiček s rostoucí koncentrací

kontaminantu v jednotlivých destičkách. Hodnotí

se vývoj barvy. Hodnota EC50 se odvozuje 

z typické reakce 85 – 90 různých pozitivních 

mikrobiálních reakcí v mikrodestičce, tedy 

koncentrace kontaminantu versus aktivita 

mikroorganismů. Hodnotí se posun křivek 

v jednotlivých ředěních a jejich rozložení. PICT 

tedy ukazuje míru toxického poškození

společenstva v ekosystému. Před vlastním měřením 

musí být tedy prokázán toxický efekt kontaminantu 

na strukturu a funkci ekosystému.
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Systém BIOLOG - hodnocení PICT (Pollution induced community tolerance)

Příklad:
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Diskutovaným tématem je způsob hodnocení diverzity mikroorganismů. Klasické indexy abundance, 

rozložení a diverzity nejsou vhodné.

Biodiverzita mikrobiálních společenstev: v 99% případů je vyhodnocení pomocí

vícerozměrných statistických metod

Zjednodušený princip - I:
- máme 1,2,3 .... n objektů (vzorků vody, lokalit půd, mikrobiálních kultur, variant laboratorního experimentu apod.) a 

označujeme je x
- máme 1,2,3 .... y parametrů (proměnných, např. koncentrací jednotlivých mastných kyselin, četnost pozitivních reakcí na 

substrát v ECO mikrodestičce apod.) a označujeme je p
- maticová podoba vícerozměrných dat:

Vzorek č. Cbio BR PR EX-C qCO2 As Cd Cr pH(H2O) Ntot Corg Jíl Benzo(a)pyren Suma PAHs Suma PCB Suma DDT HCB              

229 928,5 2,5 19,2 86,5 2,7 9,1 0,2 28,9 6,3 0,2 2,3 19,9 35,4 419,2 5,187 5,402 0,544

230 844,9 3,6 9,2 258,7 4,2 10,8 0,5 13,5 4,5 0,3 5,0 18,2 13,5 229,3 8,398 8,041 0,823

231 1452,2 2,8 22,7 68,4 2,0 19,4 0,4 37,2 6,3 0,3 3,6 26,7 199,3 2734,4 6,462 5,216 0,87

232 340,9 1,0 7,6 74,0 3,0 16,4 1,9 29,1 7,3 0,2 1,8 12,7 75,8 853,9 7,841 57,887 10,797

233 365,5 0,7 5,6 61,2 1,8 18,0 0,4 31,2 7,8 0,2 1,7 33,5 32,9 513 5,202 216,801 11,696

234 436,8 1,4 7,0 105,7 3,1 11,2 2,0 26,9 7,9 0,1 1,5 13,5 33,3 471,4 6,867 25,975 5,924

235 385,1 0,7 5,2 81,3 1,9 11,8 1,3 24,0 8,1 0,2 1,6 21,8 62,4 839,4 5,843 131,471 10295,12

236 388,0 1,3 5,6 62,7 3,4 9,7 0,3 94,0 7,3 0,1 1,5 31,8 6,6 139,4 4,543 3,951 9,582

237 1285,0 2,6 15,6 104,8 2,0 9,1 0,5 70,8 7,0 0,3 3,1 15,6 27,6 546 4,362 2,188 2,542

238 787,5 3,6 12,5 195,4 4,6 18,6 0,7 92,7 7,2 0,3 3,8 20,4 37,7 566,3 7,752 6,339 1,883

239 964,0 1,9 17,8 110,7 2,0 10,5 0,8 58,4 7,7 0,3 3,6 10,0 704,2 6778,4 29,21 24,531 6,282

240 671,6 1,9 6,3 202,7 2,9 15,3 1,1 61,7 7,9 0,2 5,7 6,9 41,1 704,4 8,731 14,696 3,402

241 621,4 2,0 6,0 113,8 3,3 12,3 0,5 40,6 7,8 0,2 1,6 15,3 13,4 234,7 5,529 3,559 4,619

242 529,6 1,1 7,2 85,0 2,2 11,5 0,8 27,7 7,9 0,2 1,9 12,6 56,8 694,6 8,846 13,133 1,017

243 1048,4 4,3 20,4 181,4 4,1 11,0 0,5 10,1 6,0 0,3 4,7 5,7 21,6 400,2 9,69 13,289 1,793

244 1052,3 2,3 14,8 114,4 2,2 8,0 0,4 15,9 6,4 0,3 4,1 11,5 17,9 371,2 5,484 2,538 0,593

245 527,0 2,0 9,1 127,6 3,8 7,4 0,4 10,6 6,4 0,2 2,8 9,5 17,9 371,2 14,282 2,585 1,11

246 1240,3 4,1 15,9 208,9 3,3 11,4 0,6 85,5 6,9 0,3 4,3 19,6 10,5 289,6 7,737 8,316 1,264

247 1077,6 1,5 15,0 130,0 1,4 14,3 0,6 53,7 7,4 0,3 2,9 5,7 61 782,2 6,559 22,4 1,313

248 396,4 1,1 6,0 110,5 2,7 9,6 0,8 45,0 7,7 0,2 1,8 15,6 94,5 1061,9 11,498 117,746 5,287

249 1908,1 2,4 17,6 194,0 1,3 13,7 0,8 46,6 7,5 0,5 6,1 23,4 22,5 523,9 7,597 8,497 1,302

250 1148,4 2,4 14,8 161,2 2,1 11,1 0,5 33,7 7,7 0,3 3,3 18,7 7,1 123,1 5,907 8,799 6,085

251 642,8 1,4 7,9 99,4 2,2 10,5 0,5 39,9 8,0 0,2 1,9 23,4 25,3 394,5 6,886 94,754 13,645

252 1148,0 3,0 14,4 162,6 2,6 10,8 0,6 21,6 7,5 0,5 4,7 9,7 39,6 700,5 6,052 9,339 3,553

253 1315,5 3,1 17,2 186,5 2,4 13,9 0,5 16,1 7,5 0,4 4,2 10,0 38 623,3 5,737 3,148 1,021

objekty

parametry
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Zjednodušený princip - II:
- chceme vědět, jak jsou si objekty podobné

- chceme vědět, zda mají některé parametry podobný průběh mezi objekty

- ve dvourozměrném prostoru by tyto věci řešily korelace, regrese apod.

- ve vícerozměrném prostoru se použijí speciální algoritmy, většinou jde o: 

1) shluková analýza (cluster analysis - CA)

2) analýza hlavních komponent (principal component analysis - PCA)

- téměř vždy se pracuje se standardizovanými daty (odečet průměru a vydělení S.D.)

1) Shluková analýza - dendrogram

Spojuje "nejpodobnější" objekty a udává

"vzdálenost" na níž jsou spojeny, která

je mírou této podobnosti.
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Zjednodušený princip - III:

2) PCA

Složitější algoritmus. V podstatě jde o přerovnání rozptylu (přičemž

filosofie je taková, že rozptyl = informace) na nové osy tak, aby 

maximum bylo na první ose (PC 1), maximum ze zbývajícího 

rozptylu na druhé ose (PC 2) a tak dále. Vzniká tedy nový souřadný 

kříž. Získáme tedy stejný počet PCs jako bylo původních 

proměnných, ale rozdílem je, že pomocí pouze např. prvních tří

vidíme např. 90% informace. V základu se matematicky jedná o 

lineární kombinace. Existují ovšem další komplikované postupy -

různé rotace kříže, křivení prostoru apod.

Dva typy grafů:

a) Scores plot
- nové hodnoty pro objekty na nových osách vypočítané z lineárních 

kombinací původních proměnných

- zobrazuje tedy objekty
- umožňuje vidět podobnost objektů

b) Loadings plot
- vynáší koeficienty pro jednotlivé proměnné do nového kříže

- zobrazuje tedy proměnné
- umožňuje srovnat podobnost proměnných a také jejich 

"zodpovědnost" za jednotlivé PCs, tj. jejich "zodpovědnost" na 

celkové informaci (podobnosti, odlišnosti apod.) objektů
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Příklad: • Jako vstupní data použity hodnoty (C-R)/AWCD

• Blízkost objektů (vzorků) určuje jejich podobnost
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Příklad:

• Jako vstupní data použity hodnoty (C-R)/AWCD

• Blízkost objektů (vzorků) určuje jejich podobnost
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Impact of CArbon and Flooding on Soil Microbial
Communities: Phospholipid Fatty Acid Profiles and
Substrate Utilization Patterns

• Phospholipid fatty acid (PLFA) profiles provide a robust measure that can be 

used to fingerprint the structure of soil microbial communities, and measure 

their biomass.

• A replicated field trial, with gradients in substrate and O2 availability created 

by straw incorporation and flooding was used to test the ability of PLFA to 

discriminate soil mtcrobial communities in different management regimes.

• Another objective was to test the usefulness, on a large scale, of some of the 

proposed interpretations of PLFA biomarkers.

• Using a direct gradient statistical analysis method, PLFA profiles were found 

to be very sensitive to flooding and straw treatments.

Příklad:
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Příklad - pokračování:
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Příklad - pokračování:



61

Metodiky a postupy mikrobiální ekotoxikologie

• Relative abundances of monounsaturated fatty acids were reduced with flooding and increased with added carbon, 

consistent with their proposed interpretations as indicators of aerobic conditions and high substrate availability.

• The cyclopropyl fatty acids were not useful as taxonomic indicators of respiratory type, although their responses were 

consistent with their proposed use as growth condition indicators.

• Branched fatty acids decreased, as a group, in response to high substrate conditions.

• A specific biomarker for Type II methanotrophs was not found in this rice soil, even under high carbon, low O2 conditions, 

which resulted in methane exposure in the soil.

• Direct comparison of PLFA and substrate utilization patterns indicated that BIOLOG patterns are highly selective, and do 

not reflect compositional changes in soil communities.

Příklad - pokračování:
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Příklad:

FIG. 3. DGGE analysis of 16S rDNA fragments of different soil samples treated or not treated with urea herbicides. The 16S rDNA genes were 

amplified with the primer set P338f plus P518r. For the dendrograms of community relatedness, the percent similarity was calculated on the basis 

of two band-based coefficients, the Jaccard and area-sensitive coefficients.

Effect of Phenylurea Herbicides on Soil Microbial Communities Estimated by Analysis of 16S rRNA
Gene Fingerprints and Community-Level Physiological Profiles

• The effect of three phenyl urea herbicides (diuron, linuron, and chlorotoluron) on soil microbial communities was studied by using soil samples 

with a 10-year history of treatment.

• Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was used for the analysis of 16S rRNA genes (16S rDNA). The degree of similarity between 

the 16S rDNA profiles of the communities was quantified by numerically analysing the DGGE band patterns.

• Similarity dendrograms showed that the microbial community structures of the herbicide-treated and nontreated soils were significantly 

different.  Moreover, the bacterial diversity seemed to decrease in soils treated with urea herbicides, and sequence determination of several DGGE 

fragments showed that the most affected species in the soils treated with diuron and linuron belonged to an uncultivated bacterial group.

• As well as the 16S rDNA fingerprints, the substrate utilization patterns of the microbial communities were compared.

• Principal-component analysis performed on BIOLOG data showed that the functional abilities of the soil microbial communities were altered by 

the application of the herbicides.

• In conclusion, this study showed that both the structure and metabolic potential of soil microbial communities were clearly affected by a long-

term application of urea herbicides.
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Structure and function of the soil microbial community in microhabitats of a heavy metal polluted 
soil

• Particle-size fractionation of a heavy metal polluted soil was performed to study the influence of environmental pollution on microbial 

community structure, microbial biomass, microbial residues and enzyme activities in microhabitats of a Calcaric Phaeocem.

• In 1987, the soil was experimentally  contaminated with four heavy metal loads: (1) uncontaminated controls; (2) light (300 ppm Zn, 100 ppm 

Cu, 50 ppm Ni, 50 ppm V and 3 ppm Cd); (3) medium; and (4) heavy pollution (two- and threefold the light load, respectively).

• The phospholipid fatty acid analyses (PLFA) and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) separation of 16S rRNA gene fragments 

revealed that the microbial biomass within the clay fraction was predominantly due to soil bacteria. In contrast, a high percentage of fungal-

derived PLFA 18:2 v6 was found in the coarse sand fraction. Bacterial residues such as muramic acid accumulated in the finer fractions in 

relation to fungal residues. 

• Heavy metal pollution did not markedly change the similarity pattern of the DGGE profiles and amino sugar concentrations. Therefore, 

microbial biomass and enzyme activities seem to be more sensitive than 16S rRNA gene fragments and microbial amino-sugar-N to heavy metal 

treatment.

Příklad:
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Hodnocení biodiverzity mikroorganismů - výhody a nevýhody jednotlivých přístupů
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Hodnocení biodiverzity mikroorganismů - výhody a nevýhody jednotlivých přístupů


