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| ndledning

Dette haefte rummer vejledninger og forslag til forsgg, der kan anvendes til undersggelse
af gkologiske sammenhznge.

Forsggene illustrerer og uddyber teksten i hafte 1. Dog kan forsggene godt udfares
uafhaengigt af tekstbindet.
Forsggene kan udfares enkeltvis; men der er lagt op til forsggene kan supplere hinanden.
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Forseg side 3

Forsag 1

Produktionsmaling

| forsgget foretages en biomassebestemmelse pa en enarig markafgrede (hvede, raps,
majs, el. lign) eller/og en flerarig graesmark’.
Ud fra biomassebestemmelsen foretages et skan over netto- og bruttoproduktionen.

Bearbejdet efter:
Poul Breum & Per Geckler: Menneskets gkologi, etologi og genetik, Nucleus 1978
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For spgsudferelse

A Biomassebestemmelse pa en enarig afgrede (majs, hvede, raps, byg el. lign.)

Udtag en passende prgve af afgraden (fx 30 X 30 cm). Noter stgrrelsen.
Del planterne i rgdder, stengler/blade og aks. Evt. jord pa redderne
barstes eller skylles af.

Bestem vadveegten af plantedelene.

Pak hver del lgst i staniol og lad dem tarre i varmeskab (105 °C) et par
degn.

Bestem torveegten af plantedelene.

B Biomassebestemmelse i vedvarende graes

Grav en reprasentativ graesterv op, saledes at alle roddele kommer med.
Noter stgrrelsen af graestarven.

Split greesterven ad. Vask omhyggeligt jorden af redderne og del
planterne i rgdder, steengler/blade/blomster og fra.

Pak hver del lgst i staniol og lad dem tarre i varmeskab (105 °C) et par
degn.

Bestem tgrvaegten af plantedelene.

Foretag et skan over fordelingen pa enarige planter, flerarige planter,
greesser og urter.
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Beregninger

Beregninger kan foretages manuelt efter punkterne A og B nedenfor eller ved hjelp af
regnearksprogrammet “Produktionsmaling” (til QuatroPro), punkt C.

A Udfyld resultatskema. Beregn vandindhold i afgraden.
Beregn biomassen i g pr m?.
Omregn ved hjelp af tabellen tgrvaegtene til energi og udtryk biomassen i kj/m?.
Denne biomasse sattes lig med NP evt. med fradrag for udseed (se tabellen).
Beregn forholdet mellem overjordisk og underjordisk biomasse (eller overjordisk
og underjordisk biomasse i procent af den totale biomasse). Foretag pa basis heraf
et skan over respirationen og beregn BP.

Beregn frgbiomassen i procent af den totale biomasse.
Beregn energiudnyttelsen (effektiviteten) i systemet (se tabel for solindstraling).

B Udfyld resultatskema. Beregn biomassen i g pr m?.

Omregn ved hjelp af tabellen tgrvaegtene til energi og udtryk biomassen i kj/m?.
Foretag et skan over overvintret biomasse (fx 33 % hvis der er nasten ude-
lukkende flerarige planter). Traek det fra den fundne biomasse og set dette
resultat lig med NP.

Beregn forholdet mellem overjordisk og underjordisk biomasse (eller overjordisk
og underjordisk biomasse i procent af den totale biomasse). Foretag pa basis heraf
et skan over respirationen og beregn BP.

Beregn frgbiomassen i procent af den totale biomasse.
Beregn energiudnyttelsen (effektiviteten) i systemet (se tabel for solindstraling).

C Start regnearksprogrammet “Produktion” (eller “Produktionsmaling”).
Regnearket starter med en tom beregningsskabelon.
Foelg fremgangsmaden i hjelpeteksten. Udskriv det ferdigudfyldte skema og
oversigtsskemaet med tidligere resultater til sammenligning.
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Diskussion

Diskuter rimeligheden af de antagelser, der er foretaget under beregningerne.

Vil det veere en undervurdering eller en overvurdering af den faktiske NP, at beregne den
pa den anvendte made?

Er der forskel pa forholdene mellem overjordisk og underjordisk biomasse for A og B?
Hvordan kan det i givet fald forklares?

Hvilke faktorer er ansvarlige for at effektiviteten er sa ringe?

OMTRENTLIGT ENERGIINDHOLD

| PLANTEMATERIALE ? kJ/g
Blade og stengler 17,8
Radder 19,8
Frg 21,2
Solindstraling * [MJ/m?/ar]
Udsed (sken) [g/m? 18

Tabel 6.

Tabelveerdier for energiindhold, solindstrdling og udsaed. Tallene for energiindhold er
gennemsnitsveerdier af malinger pa 57 forskellige plantearter.

Frank B. Golley: Energy values of ecological materials. Ecology, 42: 581-584. 1961.

B. Overgaard Nielsen: Stof og energi i naturen. Haase 1975.
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Resultatskema

M aler esultater

vadvagt tarvaegt vandindhold AFGR@DE

g g %

Frg

Steengler, bla-
de, m.m.

Radder

Total

PROVEFLADE: m?

Beregnede resultater

BIOMASSE NP R BP EFFEKTIVITET ||

g/m? | kJ/m? | kI/m%ar | (sken) | kd/m¥ar | BP/ % | NP/l %
Frg
Steengler, bla-
de, m.m.
Rgdder
Total

Frgbiomasse i % af veegttotal:

Frgbiomasse i % af energitotal:

Overjordisk biom- Underjordisk bio-
asse i % af total: masse i % af to-
tal:
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Forsgg 2

MALING AF BIOLOGISK OXYGEN-
FORBRUG (BO;) | VANDPROGVER

Til rutinebedegmmelse af et vandegkosystems forureningstilstand eller af den be-
lastning, som en spildevandsudiedning i et vandgkosystem ville have, anvender man
en BOs-anadyse.

BO.-andysen er en biologisk-kemisk standardmetode, som indirekte viser hvormeget
letomsadteligt organisk stof, der er i gkosystemet eller i spildevandet.

Man maler det biologiske iltforbrug (dvs. issx mikroorganismernes iltforbrug) i en
passende fortyndet preove af systemet eller af spildevandet i 1abet af 5 dagn (= 1 time)
i markeved 20 °C (+ 0,5 °C) (BO; = Biologisk Oxygenforbrug pr liter pr 5 degn)®.

|
4 Metode efter:
1 Tom Fenchel og Barbara Hemmingsen: Manual of microbial ecology. Akademisk
forlag 1974
2 Anon.: Limnologisk metodik. Kgbenhavns Universitet, Ferskvandsbiologisk Labora-

torium. Akademisk Forlag 1977.
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Forsgg

M etode

En vandprgve fortyndes med iltrigt ledningsvand.

Fortyndingen bar ideelt veelges sa 40-70 % af den oprindelige iltmeengde i den
fortyndede prgve forbruges i lgbet af provetiden (5 dggn). Fortyndingen afhaenger
altsa af vandpregvens forventede iltforbrug, som ikke er kendt pa forhand.

For at ramme intervallet
kan det veere ngdvendigt
at anvende to eller tre
fortyndinger. En fortyn-
ding mellem 1:19 og
1:49 vil veere passende
til BOg-maling i moderat
til kraftigt forurenede
vandgkosystemer.

Fortyndingen heeldes pa
to 100 ml glasflasker
med slebet prop.
lItindholdet i den ene fla-
ske bestemmes straks
ved Winklertitrering.

Det giver startveerdien:
mg O, I til radighed i
flasken.

Efter fem dggns hen-
stand ved 20 °C i mgrke
bestemmes iltindholdet i
den anden flaske.

Winklertitreringsmetode til iltbestemmelse i vandpraver:

Ved sammenblanding af W.1 og W.2 dannes manganohydroxid:

2NaOH -+ MnSO, Mn(OH), + Na,SO, 1)

Manganohydroxiden oxideres af den ilt, der er oplgst i vandet, og der
dannes et bundfald af manganihydroxid:

4 Mn(OH), + 2H,0 + O, 4 Mn(OH), 2)

Bundfaldet oplgses ved tilseetning af koncentreret saltsyre.
De frigjorte manganiioner (Mn**™) oxiderer iodidionerne (I) til frit iod (l,),

som farver veesken gul.
(lodidionerne er tilsat med W.1 oplgsningen i starten):

2 Mn(OH); + 6 H* 2 Mn*** + 6 H,0

©)

2 Mn*™"" + 6 I I, + 2 Mnl,

Endeligt bestemmes meangden af af frigjort iod ved titrering med thi-
osulfat (stivelse anvendes som indikator; omslag fra blasort til farvelgs):
2 Na,S,0; + |, Na,S,0s + 2 Nal (4)

Resume: 4 mol S,0;-- svarer til 2 mol |, (reaktion 4), der svarer til 4
mol Mn(OH), (reaktion 3), som atter svarer til 1 mol O, (reaktion 2).

1 mol thiosulfat svarer til 1/4 mol ilt.

Det giver slutveerdien: mg O, I* tilbage i flasken.

Differencen mellem startveerdi og slutveaerdi ganget med fortyndingsfaktoren (20-

50) giver BOs-veerdien.
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Materialer:

2 stk 100 ml glasflasker med slebet prop, 1 stk 250 ml eller 500 ml malekolbe,
3 stk 1 ml mélepipetter og 1 stk fuldpipette passende til den valgte fortynding,
pipettebolde, koncentreret HCI, staniol.

Winkleroplgsning 1: 500 g NaOH og 150 g KI i 1000 ml demineraliseret
vand.
Winkleroplgsning 2: 400 g MnSO, i 1000 ml demineraliseret vand.

Til titrering:
0,01 M Na,S,0;: 2,482 g Na,S,0,*5 H,O oplgses i demineraliseret vand
til 1,00 |, derefter tilseettes 1 g Na,COg;
eller standardampul fortyndet med demineraliseret vand.
stivelsesoplgsning: 1 g stivelse oplgses i 100 ml varm, meettet NaCl
oplgsning (357 g NaCl/l).
10 ml titrerburette, pipettebold, magnetomrgrer og sma baegerglas eller koniske
kolber (150 ml).

Fremgangsmade
A: Find rumfanget af glasflaskerne ved at treekke den tomme flaskes veegt fra

veegten af flasken fyldt med vand (begge gange med prop isat).

B: Afpipetter med fuldpipette en passende prgve over i en malekolbe (ved
fortynding 1:49 afpipetteres 5 ml over i en 250 ml kolbe).
Fyld op til stregen med frisk ledningsvand og omryst kolben.
Lad den sta markt 15 min (der ma ikke vere luftbobler i vandet).
Fyld fortyndingen i flaskerne (helst med havert sa yderligere iltning
undgas).
Seet propperne i uden at der fanges luftbleerer.

Lad den ene flaske std markt i varmeskab til der er gaet 5 dggn (flasken kan
evt. pakkes ind i staniol). VVarmeskabet stilles til 20 °C.

Tilset derefter Winkleroplasningerne til flasken (punkt C).

Den anden flaske behandles straks efter punkt C.

C: Tilseet 1 ml Winkleroplgsning 1 til flasken og umiddelbart derefter 1 ml
Winkleroplgsning 2 (dyp ikke pipetterne ned i flasken). Brug pipettebolde!
Seet proppen i (undga luftblaerer) og omryst.

Seet flasken mgrkt mindst 30 minutter. Tilset derefter 1 - 2 ml koncentreret
saltsyre. Set proppen i igen og ryst flasken til bundfaldet er oplast.
Held indholdet i et baegerglas og titrér med thiosulfat til farveomslag. Et
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par draber stivelse kommes i som indikator.
Forbruget af thiosulfat afleeses med_2 decimalers ngjagtighed og anvendes
I beregningerne.

Beregninger

Forbruget af thiosulfat (x ml) ganget med thiosulfatens molaritet (M = 0,01 mmol
ml™) giver det antal mmol thiosulfat, der er forbrugt ved titreringen (reaktion 4 i
metodeoversigten side 10).

Dette tal ganget med 1/4 giver antal mmol ilt i flasken.

Derefter omregnes til mg O, ved at gange med ilts molmasse (32 mg mmol™).
Endelig udtrykkes iltindholdet i mg O, I* flaskevand ved division med flaskens
rumfang (minus 2 ml Winkleroplgsninger):

x ml 0,01 Mmol
ml > _Mmg
iitindhold = 4 rlnmo'; [mg O, 1]
(FRml -2ml) 103 —
ml
som kan forkortes til:
iitindhotd = XL M1_80 10 0 11
FR[iml] -2

litforbruget (BO.-veerdien) beregnes derefter ved at treekke iltindholdet i slutflasken
fra iltindholdet i startflasken og gange med fortyndingsfaktoren:

BO; = fortynding  ( start-iltindhold - slut-iltindhold ) ; [mgO, 1.

Har forsggstiden ikke veeret 5 dagn, kan en tilneermet BO.-veerdi beregnes:

BO,
; X = antal dggn

0,24 0,47 Inx




Forsgg

side 13

BO.-verdierne kan korrigeres (tilnermede veerdier) for kortere eller lengere
forsggstid end standardforsggstiden 5 dggn ved hjelp af formelen ovenfor eller

nedenstaende tabel eller graf°.

140

1552
120 v -
100 g
[Te)
3 P
o 80 o
£ /
60 e
/f’
40 e
e/
20
1 10
TID (dage)
‘ -#- Tabelveerdier —=— Beregnede vaerdier
O

Diskussion

Bearbejdet efter
Ivar Cornelius Petersen:

% BO, % BO,
DZGN | (tabelvaerdi) | (beregnet
1 25 24
2 50 57
3 75 76
4 90 89
5 100 100
6 110 108
7 115 115
8 120 122
9 125 127
10 130 132

Feltbiologi i undervisningen, Nucleus 1981
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Forsgg

Hvad maler man ved en BO;-analyse?

Sammenlign resultatet med tabelveerdierne i tabel 26 og 27 i hafte I; hvilken foru-

reningstilstand er der tale om?
Vurder resultatets og metodens anvendelighed og palidelighed.

Mikroskoper en vandpreve fra gkosystemet og undersgg den for karakteristiske

organismetyper, fx:

infusionsdyr  hjuldyr grenalger bakterier
flagellater rundorme  kiselalger cyanobakterier
. gronne krebsdyr

..........

Udregn evt. et saprobieindeks for systemet pa basis af organismetyperne®.

Giver det samme resultat som BO;-analysen?
Sammenlign de to typer forureningsanalyse.

6 Oplysninger kan findes i fx:
1 S. E. Abrahamsen: Biologiske Ferskvandsundersggelser. Forum 1976.
2 H. Liebmann: Handbuch der Frischwasser- und Abwasserbiologie. Miinchen
1962.
3 V. Sladecek: System of Water Quality from the Biological Point of View.

Ergebnisse der Limnologie, Heft 7. Archiv fir Hydrobiologie,

Stuttgart 1973.
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Forsgg
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Forsgg 3

Forureningssimulering

| forsgget undersgges hvordan en “model-sg” reagerer pa en forurening med
organisk stof.

Ud over at male andringerne i iltindholdet og iltforbruget kan forsgget udvides til
at undersgge bakterievaeksten og &ndringerne i ammoniak-, nitrat- og fosfatindhol-
det i vandet.

Forureningssimulering

140

]
-
N
@]

d
o
Q
ltindhold [mg/]

lItforbrug [mg/l/> degn

| >< Iitforbrug litindhold —=— Iitindhold kontrol |

Eksempel pa resultater fra et forureningssimuleringsforsgg.
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Materialer:

Tre eller flere 3 liters koniske kolber eller store sylteglas.
Sgvand.

Materialer til maling af iltforbrug (Winkler metode, jvf side 11):
Winklerreagens 1 og 2, 100 ml glasflasker med slebet prop, konc. saltsyre,
natriumthiosulfat (0,1 M eller 0,01 M),

stivelsesoplgsning (indikator ved titrering),

titrérburette og magnetomrarer,

pipetter og malekolber til fortynding.

Iltelektrode.
Evt. udstyr til bakterieteelling; evt. udstyr til maling af ammoniak, nitrat og
fosfat.

Fremgangsmade:

Fyld sgvandet i kolberne eller glassene sa der er 2,5 | i hver.
Lad vandet sta et degn saledes at iltindholdet stabiliseres. Mark kolberne eller
glassene A, B, C, .. og Kontrol.

Mal iltindholdet med iltelektroden i alle kolberne eller glassene.
Tag en prove fra til BO,-bestemmelse (fortynding til 1/10 ). Se fremgangsmaden
i vejledningen til BO, forsgget (side 10 og 11).

Tilseet 1 ml meelk (eller 1 g oplgst stivelse samt 0,1 g kedekstrakt) pr liter vand til
forsggskolberne A, B, C etc.

Udtag straks efter praver til BO,-bestemmelse (fortynding til 1/10) og mal iltind-
holdet med iltelektroden i alle kolberne.

Udtag med passende intervaller (fx. 2 timer, 4 timer, 1 dggn, 2 degn, 5 degn, 10
dagn, etc) praver til BO,-bestemmelse og mal iltindholdet med iltelektroden.

Fortyndingen &ndres undervejs til 1/20 (4-5 timer) og 1/50 (1-5 daggn).

Noter omhyggeligt prgvetidspunkt og dato og tid for BO.-prgvens start og slut (dvs
nar Winkler oplgsningerne tilszttes).

Praver fra kontrolkolben tages med sterre intervaller (fx. 1 degn, 5 dagn, etc).
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Fortynding til 1/10.

Noter lugt og udseende af kolberne.

Praver kan evt. tages fra til bakterieteelling (se vejledning side 35) og til be-
stemmelse af ammoniak-, nitrat- og fosfatkoncentrationen.

Resultatbehandling

Beregn start-iltindhold og slut-iltindhold for hver BO,-prave. Beregn iltforbruget
ved at treekke slut-iltindhold fra start-iltindhold og gange med fortyndingsfaktoren.
Beregn forsggstiden ved hjelp af start- og sluttidspunkterne og korriger derefter
iltforbruget (BO,) til BO, (jvf. side 13):

BO, = fortynding ( start-iltindhold - slut-iltindhold ) ; [mgO, 1]

BO

BO, = X ; X = antal degn
0,24 0,47 Inx

Seet de beregnede resultater ind i resultatskemaet.

Alternativt kan resultaterne beregnes og udskrives pa skemaform ved hjzlp af
regnearksprogrammet “Simulering” (“Simul.wb1") til QuatroPro.
Felg vejledningen i programmet.

Indtegn iltindhold og BO,-veerdierne i et diagram som funktion af pregvetidspunktet
(timer eller degn fra start, som settes til tiden 0).

Diskussion

Hvad viser forsgget?

Hvorfor stiger iltforbruget efter tilsetningen af meelk?

Hvorfor bliver kolberne grgnne af alger?

Hvordan ville du tegne bakteriemangden i kolberne som funktion af tiden?
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Er der den samme mangde kvelstof i kolberne nu, som da malken blev tilsat?
Hvordan er kvelstoffet i mealken blevet omsat?
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Forsgg

M aleskema
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Resultatskema

Kolbe:
prgvetids- iltindhold fortyn- | forsgg-
punkt ding stid iltforbrug BO. iltind-
hold
start slut (BO,) (korri-
geret)
timer; mg/| mg/l degn mg/l/ mg/l/ mg/|
dagn x degn 5 degn

-_—————————————————————————————————————————————— |
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Forsgg 4

Undersggelse af netoprimarproduktionens
omsatning i en skov.

I forsgget undersgges hvor mange pro-
cent af nettoprimerproduktionen, der
omsattes gennem greaesningsfadekaeden
og gennem nedbryderfaderkeden i en
skov’.

Egeblad med gnav af egevikler.
(Natur & Museum 13, 1-2. 1968)

! Bearbejdet efter Kaskelot Peedagogiske Seernumre nr 33, 1980.
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Materialer:

en pose tilfeeldigt valgte, nyfaldne blade fra en skovbund, sakse, papir,
spidse blyanter, analysevaegt.

Fremgangsmade:

Sorter bladene efter planteart.

Hver person eller gruppe tager tilfeeldigt mindst fem (gerne ti eller flere) blade af
en eller flere plantearter (undga blade helt uden huller).

Bladet lzegges fladt udstrakt pa et stykke papir, og bladets omrids tegnes. Hvis dele
af bladet mangler, tegnes omridset som om, der ikke manglede noget.

Indtegn samtlige huller i bladet pa papiret ved siden af tegningen af bladomridset.
Klip det hele blad og alle "hullerne" ud og vej begge dele pa analysevagten.

Beregninger og diskussion

Udregn hvor mange % af bladet, der er blevet spist og saml alle resultater i et
skema (hver art for sig).

Udregn gennemsnitsveerdi og spredning for hver art.

Er der forskel pa plantearternes fortaeringsgrad?®

Hvilke arters blade ligger leengst tid i genkendelig form i skovbunden?
Hvilke nedbrydere omseetter bladene?
Hvordan kan man forklare eventuelle forskelle i nedbrydningshastighed?

Forsgg at identificere de planteedere, der har &dt af de undersggte blade (se
figuren pa naste side og figuren pa titelbladet® ).
Skitsér nogle konkrete fadekaeder, som dyr og blade kunne vare del af.

Vejledning i statistisk behandling af forsggsresultater se:
Thorkild Steenberg: ~ Om Vurdering af Talmateriale.

Se fx felgende litteratur:

1 B. Overgaard Nielsen: Bladminer pa treeer og buske.
Natur & Museum 10. arg. nr 1-2. 1964.
2 0. Zethner-Mgller: Skadelige insekter og svampe pa skovtreeer. 2. Lgvtreeer.

Natur & Museum 13. arg. nr 1-2. 1968.
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Vurder metodens anvendelighed og resultaternes palidelighed.

Begemat

Viklerfarve
Larve har ) Vi

lavet mine

Birkeirostmaler
Loraaiagl

1 co
e Lavsnudebille Bageloppe Larver af forskellige
{en snudeb lle) sommerfugle

[

Figur 27. Eksempler pa gnavespor pa bgge og egeblade.
(Kaskelot Peedagogiske Seernumre nr 33)
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Forsgg

side 29

M aler esultater

hele bladet

huller

% eedt

hele bladet

huller

% eedt
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Forsag 5

Pavisning af mikroorganismer i jord

Mikroorganismers tilstedevaerelse og aktivitet i jord kan pavises med en CO,-
indikator (fx phenolrgdt). Farveomslag til orange eller gult paviser mikroorganis-
mernes tilstedeveerelse i den jordpreve, der arbejdes med.

Man kan ligeledes foretage et sken over mikroorganismernes antal eller deres
aktivitetsniveau ved at notere hvor hurtigt farveskiftet sker.

Nedbrydningen af stof i jorden og dermed mikroorganismernes aktivitet afheenger
af flere faktorer - deriblandt temperatur, fugtighed, neringsstoftilgeengelighed og
tilstedevaerelse af vaekstheemmende eller vaekstfremmende stoffer.

Nogle af disse faktorer kan undersgges i dette forsgg.

10 Bearbejdet efter:

Poul Breum og Per Geckler: Menneskets gkologi, etologi og genetik. Nucleus 1978.
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Materialer:

cylinderglas, dveergreagensglas, gummipropper,
phenolrgdtoplagsning- phenolradt viser tilstedeveerelse af CO, ved at skifte
farve fra rgd til orange eller gul:

racd orange indikkatorfarve

f
(0}
r
s - + =+ + HKuldioxid
k
e

llige jordprgver (sand, muld),

evt. blade eller andre organiske stoffer (fx glucose),
evt. vaekstheemmende stoffer.

Fremgangsmade

Lav en grundopstilling som vist i figuren.

gummiprop

cylinderglas med
dveergreagensglas

jord kontrof

1 et kontrolglas; kun med phenolrgdtoplasning

2 et forsggsglas med jord + phenolrgdtoplasning i dveergreagensglasset

3 (evt) et yderligere kontrolglas med jord, der har veret opvarmet til 120 ©C i et dggn +
phenolradtoplgsning i dveergreagensglasset.

Glassene placeres ved 20 ©C et par dggn, og indikatorfarven aflaeses jevnligt.
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Temperaturens indflydelse kan undersgges ved at anbringe sat af forsggsglas og
kontrolglas (1 + 2) ved forskellige temperaturer, fx. : 7 ©C - 20°C - 30°C - 45°C
- 0g 60°C.

Lad glassene sta et par degn og aflaes regelmassigt indikatorfarven.
Fugtighedens indflydelse kan undersgges ved at tilsatte variende mangde vand
til luftterret jord.

Et glas med med ter jord uden vandtilsetning medtages som kontrol foruden
grundopstillingens kontrolglas.

Lad glassene sta et par degn og aflaes regelmassigt indikatorfarven.

De gvrige faktorer kan undersgges pa tilsvarende made.

Resultatbehandling og diskussion

Indfer resultaterne i et overskueligt skema.
Indtegn i et koordinatsystem mikroorganismernes aktivitet som funktion af
temperatur eller fugtighed.

Hvorfor vil en CO,-udskillelse veere tegn pa aktive mikroorganismer?
Kommenter og vurder resultaterne

Hvilken funktion har har kontrolglassene (1 og 3)?

Er resultaterne entydige? kan man med forsgg af denne type opna sterre grad af
entydighed?
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Forsgg 6

Teelling og farvning af bakterier

| forsgget vurderes bakterieantallet i en jordpragve ved hjelp af plade-sprednings-
teknikken (indirekte tzlling). Bakterierne dyrkes i petriskale pa et passende
naringssubstrat. Metoden kan ogsa anvendes til vurdering af bakterieantal i
vandprover.
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Tadlemetoder

I Direkte teelling.

Bakterierne teelles direkte i et teellekammer under mikroskop.
Denne metode teeller samtlige bakterier i jordpreven, men det kan vere vanskeligt
at skelne de mindste, runde bakterietyper fra jordpartikler og andet.

1 g findelt jord haeldes i 100 ml vand og omrystes kraftigt. Lad jordpartiklerne
synke til bunds og overfar en drabe til hver side af et teellekammer.

Teel bakterier systematisk i et passende antal felter. Tel fx saledes at bakterier, der
ligger pa nedre og hgjre feltlinie medtelles til feltet og bakterier, der ligger pa gvre
og venstre feltlinie ikke medteelles til feltet.

Beregn et gennemsnitsantal pr felt og omregn til antal pr ml (hvert felt i et
standardteellekammer svarer til et rumfang pa 1/4000 mm?). Dette tal ganget med
100 giver antal bakterier pr g jord.

I Indirekte teelling.

Bakterierne teelles ved at en jordprgve fortyndes et antal gange (typisk til
1/1000000) og en prave af fortyndingen derefter udsas pa et passende vaekstmedi-
um i en petriskal.

Efter et par dages forlgb kan bakterierne ses som kolonier, der hver reprasenterer
én bakterie i den udsaede fortynding.

Koloniantallet ganget med fortyndingsfaktoren giver det antal bakterier, der har
veeret i jordprgven.

Denne metode teeller kun levende bakterier og kun bakterier, der kan vokse pa det
valgte medium i petriskalen.
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Farvning

Negativ farvning

Bakterierne farves ikke, men fremtraeder lyse pa mark baggrund. Hertil anvendes
tusch eller nigrosinoplasning.

1 Et objektglas affedtes ved rensning i alkohol. Objektglasset tages op
med en ren pincet og afterres med et rent viskestykke.

2 Objektglasset flamberes (fgres hurtigt gennem en bunsenbranders
flamme) og afkales.

3 En drabe bakteriekultur (fra en bouillonkultur) eller en smule af en
koloni fra en petriskal anbringes pa objektglasset (steriliser podenalen
for og efter kontakt med bakterierne).

4 En drabe tusch eller nigrosinoplasning tilsettes, og der blandes
grundigt.

5 Blandingen stryges ud i et tyndt lag pa objektglasset (brug kanten af et
dekglas).

6 Praeparatet lufttarres.

7 Mikroskoperes uden deekglas.
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Forsgg

Materialer:

jordprgver (evt findelte i en morter),

6 sterile petriskale,

4 stk sterile 1 ml fuldpipetter, 1 stk steril 0,1 ml pipette (eller 1 stk steril

1 ml malepipette),

1 konisk kolbe med 100 ml sterilt vand og 4 reagensglas med 9 ml
sterilt vand (evt 0,5 % NaCl oplgsning),
parafilm, vandskyende vat, drigalskispatler.

Sterile dyrkningsmedier:

Kgdekstrakt-pepton-agar (KPA):

kodekstrakt 50049
pepton 10,0 g
NaCl 500
agar 15,049
vand 1000,0 mi

Kgdekstrakt, pepton, NaCl og vand
bringes i kog. Agar tilsettes under
omrgring til det er oplgst. pH indstil-
les til 7,0 - 7,2.

Autoclaveres 15 min ved 120 °C.

Jordekstrakt-pepton-agar:

Jordekstrakt:

500 g have- eller markjord + 1500
ml ledningsvand autoclaveres 1 time
ved 120 °C.

Filtreres. Hvis filtratet er uklart kan
der tilseettes 0,5 g CaCO; og filtreres
igen efter 5 minutters henstand.
Fortynd til 1000 ml med lednings-
vand.

jordekstrakt 250,0 ml
pepton 1,09
K,HPO, 0,59
geerekstrakt 1049
glucose 1049
agar 20,09
vand 750,0 ml

Jordekstrakt, vand, glucose, pepton,
geerekstrakt og fosfat blandes og
opvarmes til kogepunktet. Agar til-
seettes under omrgring til det er op-
lgst. pH justeres til 7,0.
Autoclaveres 15 min ved 120 °C.
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Fremgangsmade
A Merk reagensglassene 3 til 6.

Afvej 1,00 g (eller 0,50 g) jord og kom jorden i kolben.
Kolben omrystes derefter meget omhyggeligt med et stykke parafilm lagt over
mundingen.

05-10G
1ML 1ML 1ML 1ML

2 ML 9 ML 9 ML 9 ML

&=

(R ™

2 -3 ~4 -5 -6
/M 10 10 10 10 16

TE S

Figur 39. Fortynding af en jordprave til bakterieteelling.

Afpipetter 1 ml, der fares over i glas nr 3. Glas nr 3 omrystes.
Fer 1 ml fra glas nr 3 (ny pipette!) til glas nr 4. Omryst glas nr 4.
Fortsaet pa samme made med glas 5 og 6.

Seks petriskale indeholdende KPA eller JPA markes 4, 5 og 6 (markes i
bunden).

Overfar 0,1 ml fra glas 6 til petriskalene market 6 og spred vasken ud pa agar-
overfladen med en steriliseret drigalskispatel.

Overfgr 0,1 ml fra glas 5 til petriskalene merket 5 og 0,1 ml fra glas 4 til
petriskalene maerket 4. Spred vaesken ud pa agaroverfladen med drigalskispatelen
(den samme pipette kan bruges alle tre gange, nar man starter med den starste
fortynding).

Petriskalene sattes i varmeskab ved 30 °C. Vend bunden i vejret pa skalene sa
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kondensvand ikke drypper ned pa agaroverfladen.

Der bgr arbejdes sa sterilt som muligt!

B Teel evt. bakterierne i kolben ved direkte teelling.

C Mikroskoper og tegn bakterier fra udvalgte kolonier (evt efter opformering i
bouillonkultur). Anvend negativ-farvnings metoden (se side 37).

Resultatbehandling

Efter en passende tid optlles de bakteriekolonier, der er vokset frem pa agar-
overfladen.
Skale med mindre end 5 og flere end 100 kolonier kasseres.
Beregn udfra resten antal bakterier pr g jord (angiv resultatet som gns. = spredning).

Diskussion

Hvor mange bakterier er der pr g jord? Hvilke bakterietyper har | iagttaget? Er der
forskel pa jordtyperne (hvis | har brugt mere end en jordtype)?
Sammenlign den direkte og den indirekte tellemetode. Hvilke fordele har den indirekte
metode?

Vurder metodens ngjagtighed.

Hvad foretager bakterierne sig i jorden?

1 Bouillonkultur: samme opskrift(er) som pa side 38 men uden agar.
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Resultatskema

Antal kolonier
Jordtype Fortyndingsglas Fortyndingsglas Fortyndingsglas
4 5 6
Gns
Bakterier
prg
Total gns
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Forsgg 7

Kveelstoffiksering ved Rhizobium-Lucerne symbiose

| forsgget dyrkes lucerneplanter i rea-
gensglas med et kvelstoffrit medium:
agar og sand.

En del af planterne podes med en
opslemning af Rhizobiumbakterier, og
efter nogen tids vaekst sammenlignes de
podede planter med ikke-podede kon-
trolplanter?.

Rhizobium knolde p& smé eerteplanter i kul-
turglas.
(www.safs.bangor.ac.uk)

12 Bearbejdet efter:

Annelise Kjgller & Sten Struwe: Kveelstofcyklus - i mikrobielt perspektiv. Duplikerede forsggsvejlednin-
ger. Institut for Sporeplanter,Kgbenhavns Universitet. 1975.
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Materialer:

store reagensglas (200 mm x 22 mm), vandskyende vat,
sterilt sand, sterilt vand, 70% alkohol,
Rhizobium kultur, lucernefrg,

planteagar: CaHPO, 1,0 g
K,HPO, 0,2 g
MgSO, 0,2 g
NaCl 0,2 ¢
FeSO, 2,0 mg
NaMoO, 1,0 mg
MnSO, 1,0 mg
CoCl, 1,0 mg
agar (Bacto) 854g
dest. vand til 1000 mi

o]
Fremgangsmade

Heaeld 25 ml af planteagaren i hvert af reagensglassene. Luk glassene med vatprop og
autoclavér ved 120 ©C i 15 minutter.

Nar agaren herefter er stivnet tilfares 10 ml sterilt sand, og glassene star et par dage, sa
sandet kan suge vand fra agaren.

Lucernefrg steriliseres ved skylning i 70 % alkohol og derefter i flere hold sterilt vand.
Fem frg sas i hvert glas. Efter spiring udtyndes til to planter pr. glas.

Efter et par uger podes nogle af planterne ved at sette tre draber opslemmet bakteriekul-
tur (et podenal -“gje” bakteriekoloni rystes i 1 ml sterilt vand) til glasset. Andre planter
holdes som kontrolplanter og podes ikke.

Planterne stilles lyst og vandes efter behov med sterilt vand.

lagttag planternes veekst igennem to maneder og notér tegn pa kvealstofmangel.

Tag planterne op efter denne tid og se pa redderne - podede planter vil have 2-5 mm lang
bakterieknolde. Knoldene er radlige, hvis der finder en kveelstoffiksering sted og hvide,
hvis bakterieaktiviteten er ophgart eller nogle af bakterierne i kulturen er muterede til en
variant, som ikke passer til veertsplanten.
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Diskussion

Hvorfor indeholder planteagaren sa meget fosfat? Hvorfor skal der ogsa vere jern,
molybdan og cobolt i den?
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Forsgg 8

Ophobningskultur af kveelstofbindende bakterier

Azotobacter er en fritlevende, stavformet, aerob bakterie som kan binde atmosfaerisk
kveelstof.

| forsgget laves en ophobningskultur af
Azotobacter ved hjelp af et veekstme-
dium uden kveelstof og med en kulstof-
0g energikilde, som er sveert omsattelig
for andre bakterier®.

Scanning electronmikrografi af Azotobacter
celler. De haenger typisk sammen to og to.
(www .jic.bbsrc.ac.uk/hosting/microbes/)

13 Bearbejdet efter:

Annelise Kjgller & Sten Struwe: Kveelstofcyklus - i mikrobielt perspektiv. Duplikerede forsggsvejlednin-
ger. Institut for Sporeplanter,Kgbenhavns Universitet. 1975.
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Materialer:

500 ml koniske kolber, jord,

naeringsoplgsning:  mannitol 20,09
K,HPO, 0,59
CaSO, 019
MgSO,, 7 H,0 0,39
NaCl 0,249
FeCl 0,149
CaCO, 50¢g
vand til 1000 mi

pH justeres til 8,3
autoclavering ikke ngdvendig.

Fremgangsmade

100 ml nzeringsoplgsning heldes i 500 ml koniske kolber.
Tilsat en spatelfuld jord og lad kolberne sta mgrkt en uge ved 25-28 °C.

Der dannes en bakteriehinde pa overfladen af naringsoplgsningen.
Bakterierne fra denne hinde farves og mikroskoperes: negativ farvning side 37 eller
special farvning se nedenfor.

Farvning af Azotobacter celler og slimkapper

Azotobacter cellerne forekommer ofte i par. Bakterien kan desuden danne hvileceller,
som er omgivet af en tyk slimkappe.
Bakterierne farves mgrkebla og slimkapperne violette.

Oplgsninger: eddikesyre-krystalviolet oplgsning:
1 g krystalviolet oplgses i 100 ml 45 % eddikesyre

kobbersulfatoplgsning:
20 g CuSO, oplgses i 80 g demineraliseret vand
Fremgangsmade

1 Et objektglas affedtes ved rensning i alkohol; tages derpa op med en ren
pincet og aftgrres med et rent viskestykke.
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Objektglasset flamberes (fgres hurtigt et par gange gennem en bunsen-
breenserflamme) og afkgales.

En drabe bakteriekultur udstryges pa objektglasset og luftterres.
Farvning med eddkesyre-krystalviolet oplgsningen i 4-7 minutter.
Afvaskning med kobbersulfatoplgsningen.

Terring og mikroskopering.
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Forsgg 9

Fangst-genfangst metoden til bedemmelse
af populationsstarrelse

Fangst-genfangst metodens princip er at marke en stikpreve af populationen, satte den
ud igen og efter en passende til atter at fange en stikprgve af populationen. Under
forudszetning af at maerkede og ikke-merkede individer blandes tilfeeldigt vil forholdet
mellem maeerkede og total antal dyr i 2. stikprgve svare til forholdet mellem antal udsatte,
markede dyr og hele populationen.

Metoden er oprindeligt udviklet af C.G.Johs. Petersen (dansk marinbiolog 1860-1928),
som har brugt den til teelling af redspetter i Limfjorden 1889 og 1894.

Forsgget udferes her som et modelforsgg med treeperler eller frg, for at undersgge
metodesikkerheden.

14 C.G. Johs. Petersen: Om vore Flynderfiskes Biologi og om vore Flynderfiskeriers Aftagen.

Beretning fra den Danske Biologiske Station 1V, 1893-94.

Se ogsa:

E.D. Le Cren: A Note On The History of Mark-Recapture Polulation Estimates,
Journal of Animal Ecology 34, 1965; pp. 453-454.

Helmuth Strandgaard: Calculation of the population size based on marking and observation of
animals. Afsnit 2 i The Roe Deer Population at Kalg and the Factors Regulating
its Size.

Danish Review of Game Biology 7, 1 1972; pp. 26-45.
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Metode

1 En progve af dyrene indsamles

2 Permanente meerker anbringes pa dyrene

3 De mearkede dyr slippes lgs i forsggsomradet

4 Antallet af maerkede og umaerkede dyr i den fglgende prgve (2) gegres
op.

Denne prgve skal tages efter sa tilpas lang tid, at meerkede og umeerke-
de dyr har kunnet blandes tilfeeldigt i populationen.
Hvis man seetter

N = populationssterrelsen M = antal merkede og udsatte dyr i populationen
n = antal dyr i prave 2 m = antal markede dyr i prove 2

0g antager at de merkede dyrs andel i populationen er lig med de merkede dyrs andel
i preven kan populationsstarelsen beregnes saledes:

Hvis man arbejder med sma pravestarrelser kan beregningssikkerheden forbedres ved at
korrigere formlen saledes®:

15 Efter Norman T.J. Bailey: On Estimating The Size Of Mobile Populations From Recapture Data.

Biometrika 38 1951; pp. 293-306.
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Vurdering af populationsbestemmelsens spredning

Hvis man antager at antallet af maerkede individer (m) i en prgvetagning (n) er
tilneermelsesvis normalfordelt vil det betyde at der er mindst 95 % sandsynlighed for
at m ligger i intervallet (u2=20):

Mn_2 Mn;Mn 2 M n
N N N N

dvs

Mn_2 M n m M n 2Mn
N N N N

Divideres igennem med m og ganges med (y/N)? fas

Mn 2 2 Mn 2
M2 yMRN G M0 2 e N

m

Ved at Igse ulighederne kan man finde de intervalgraenser, som antallet af individer i
populationen - med en sandsynlighed pa 95 % - ma antages at ligge imellem.
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Materialer:

farvede treeperler, hvedefrg, majs eller lignende,
store baegerglas,
speedmarker.

Fremgangsmade

Heeld en portion perler eller frg i et stort baegerglas. Teel dem.

1 Udtag en stikpreve pa 10 % af “populationen”.
Erstat dem med perler af en anden farve eller mal frgene med speedmarkeren. Seet
dem ud igen, bland grundigt og udtag en ny prave (fx 50 stk). Beregn populatio-
nen.

2 Erstat perler eller frg i populationen med yderligere af den anden farve sa antallet
af meerkede er 20 %.
Bland grundigt og udtag en ny pragve (samme starrelse som far). Beregn populatio-
nen.

3 Fortsat pa samme made med 30% markede, 40 % markede, 50 % markede, 60
% markede og 70 % markede. Beregn populationen for hvert trin.

4 Lav tilsvarende med andre pragvestarrelser, fx 10 stk og 100 stk.

Beregninger kan foretages manuelt, eller regnearksprogrammet “Fangst-genfangst”
(“fangst.wb1" eller “fangst.wb3" til QuatroPro) kan anvendes til at udfere beregningerne
0g udskrive tabel over forsggsresultater. Fglg vejledningen i programmet.

Resultatbehandling og diskussion

Indtegn populationsstarrelsen som funktion af antal markede og/eller provestarrelse i et
koordinatsystem (dette kan ogsa geres i regnearksprogrammet).

Hvor stor en del af populationen skal markes far den beregnede starrelse er realistisk?
Spiller prgvestarrelsen nogen rolle?
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Resultatskema

Population
(talt)

Antal maerkede udsat

Prove-
starrelse

Antal maerke-
de i prave

Population
(beregnet)

N

M % M

10

n

m

N

20

30

40

50

60

70
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Forsgg 10

Simulering af rovdyr-byttedyr sammenhang
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Stikordsregister

Biologisk oxygen forbrug (BO5)

beregningsformel

korrektion for afv. forsggstid

metode
Biomassebestemmelse

tarveegt
CO2-indikator
Farvning

Azotobacter

negativ farvning af bakterier
Fortynding

jordprgve, metode
Fortyndingsfaktor

BO5 analyse
Fortyndingsraekke
Forureningstilstand
Jordekstrakt-pepton-agar
Kadekstrakt-pepton-agar
Mikroorganismer

iltforbrug

pavisning med indikator

teelling af bakterier

9
12
12
10

3

4
31

48
37

39

12, 19
39

9

38

38

9, 17
31
35

Nettoproduktion
omsetning
Pladespredning
Planteagar
Regnearksprogram
forureningssimulering
population
produktionsmaling
Simulering
fangst-genfangst
forurening
rovdyr-byttedyr
Thiosulfat
Teellekammer
Teelling
pladespredning
tellekammer
Tarveegt
Winkleroplgsning

25
35
44

19
60

51
17
59
11
36

36
36

11



