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4.1 Inleiding

Rol en functie van micro-organismen in bodemecosystemen

Micro-organismen zijn de primaire afbrekers van dode organische stof, zoals plantenresten,
dode wortels, door wortels uitgescheiden stoffen, dode micro-organismen en dierlijke mest.
Ze vormen het voedsel van microbivoren, zoals protozoën en nematoden, en spelen een
sleutelrol in voedselwebben en nutriëntenkringlopen (Bouwman et al., 1994; Bloem et al.,
1997). Een uitgebreidere inleiding is gegeven in het vorige rapport over de
Bodembiologische Indicator (Schouten et al., 2000b).

Plaats in het Indicatorsysteem

Bacteriën zijn belangrijk voor alle door Schouten et al. (1997, 2000a) gedefinieerde Life

Support Functies: (1) de afbraak van organisch materiaal, (2) de recycling van
voedingsstoffen, (3) bodemstructuurvorming en (4) de stabiliteit van het bodemecosysteem.

Plaats in het project

De bacteriële biomassa en activiteit, de genetische diversiteit van bacteriën en de potentiële
C- en N-mineralisatie zijn 3 indicatoren, van de 12 die werden beschreven door Schouten et
al. (1997; zie ook bijlage 2). Meting van de genetische diversiteit werd in 1999 voor het eerst
toegepast vanwege het grote belang dat wordt gehecht aan biodiversiteit en omdat er recent
ontwikkelde moleculair biologische methoden beschikbaar zijn gekomen. De genetische
diversiteit is een belangrijke aanvulling op de functionele diversiteit die met de Biolog-
methode wordt gemeten (zie volgend hoofdstuk). Verder werden in 1999 de potentiële
koolstof- en stikstofmineralisatie toegevoegd als belangrijke ecosysteemprocessen. Door de
toevoeging van deze nieuwe indicatoren moest de bepaling van de potentiële nitrificatie,
zoals die in 1997 werd uitgevoerd, in 1999 achterwege worden gelaten.

4.2 Materiaal en methoden

Monstername en bewerking monsters

In 1999 werden drie categorieën veehouderijbedrijven op zandgrond bemonsterd: intensief
(20), extensief (19) en biologisch (10).
Monstername vond plaats in combinatie met die voor de abiotische monsters van het LMB.
Per bedrijf (of locatie) werd een mengmonster van 320 grondkernen verzameld verspreid
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over alle percelen. Deze grondmonsters werden genomen met een graszodeboor (diameter
2,3 cm, diepte 10 cm). Na homogenisatie werd met de hand een submonster uit de bak
gehaald. Hiervoor werden twee glazen potten van 700 ml met grond gevuld. Potten van
meerdere locaties werden centraal verzameld en koel opgeslagen (4 °C). Eens per week
werden de monsters bij het laboratorium van Alterra in Wageningen afgeleverd.
De monsters kwamen verspreid over het voorjaar binnen. Ze werden opgespaard en tot
verwerking bij 12 °C bewaard. Vervolgens werden ze in series (van 24 monsters)
geanalyseerd.
Omdat bij het bodemmeetnet een locatie in principe eens in de 5 jaar wordt gemeten mogen
de resultaten niet afhangen van het tijdstip van monstername. Anders zouden toevallige
omstandigheden zoals temperatuur, vochtgehalte en ontwikkelingsstadium van het gewas de
resultaten te veel beïnvloeden. Daarom werden de monsters in het lab eerst op een standaard
vochtgehalte van 50% van het waterhoudend vermogen gebracht en vervolgens een maand
geïncubeerd bij een constante temperatuur van 12 °C. Op deze wijze werden de
microbiologische indicatoren zoveel mogelijk onder standaard condities gemeten.

Microbiologische analyses

Het totale aantal bacteriën en de afmetingen van de cellen werd bepaald door middel van
directe microscopische tellingen met een confocale laser-scan microscoop en automatische
beeldverwerking (Bloem, 1995; Bloem et al., 1995a,b). Dit gebeurt in grondpreparaten
waarin de micro-organismen zijn gekleurd met een fluorescerende verbinding. Uit het aantal
en de afmetingen worden het biovolume en de biomassa berekend (zie figuur 4.1.

Figuur 4.1: Opstelling van confocale laser-scan microscoop voor automatische beeld-
verwerking(Image Analyser).

De groeisnelheid van bacteriën werd bepaald door de inbouw van radioactief gelabelde 3H-
thymidine en 14C-leucine in respectievelijk DNA en eiwitten te meten (Michel en Bloem,
1993). Omdat de thymidine met 3H en de leucine met 14C is gelabeld kunnen beide
parameters (de microbiële DNA- en eiwit-synthese) in één bepaling worden gemeten. De
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incubaties zijn zo kort (1 uur) dat de groeisnelheid van de bacteriën niet verandert tijdens de
incubatie.
De genetische diversiteit van bacteriën werd bepaald door middel van Denaturatie-Gradiënt
Gel Electroforese (DGGE; Muyzer et al., 1993). Microbieel DNA werd geëxtraheerd uit de
grond, gezuiverd en vermenigvuldigd door middel van PCR (Polymerase Chain Reaction).
De genetische samenstelling van het DNA werd met behulp van DGGE in kaart gebracht in
de vorm van een bandenpatroon.

Figuur 4.2: Links: opstelling voor gel electrophorese. Rechts gel met DNA-
bandenpatroon.

Het aantal banden is een afspiegeling van het aantal genotypen (‘soorten’), en de intensiteit
van een band is een maat voor de relatieve abundantie van de betreffende groep. De
bandenpatronen werden met het programma GelCompar II op de PC geanalyseerd en
gekwantificeerd. Het aantal DNA banden werd (interactief) geteld en van iedere band werd
de massa (intensiteit of grijswaarde) gemeten. Met deze gegevens werden de Shannon-
Weaver diversiteit index H’ en de evenness index E uitgerekend (Atlas en Bartha, 1993):
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waarbij H’ = de Shannon-Weaver diversity index, S=het aantal DNA-banden

De Shannon-Weaver index is een algemene diversiteit index die hoger is naarmate het aantal
soorten hoger is en naarmate de massa meer evenredig over de soorten is verdeeld. De
evenness is onafhankelijk van het aantal soorten, wordt kleiner als enkele soorten domineren,
en is maximaal als de relatieve massa van alle soorten gelijk is.
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De potentiële C en N mineralisatie werden bepaald door monsters van 200 g

gehomogeniseerde en gezeefde (< 5mm) grond te incuberen in luchtdichte potten bij 20�C
(Bloem et al., 1994). Tussen week 1 en week 6 werden de concentraties O2 en CO2 in de
headspace van de potten regelmatig gemeten met een gaschromatograaf (zie figuur 4.3). Als
het O2 gehalte was gedaald tot ongeveer 10% werden de potten geventileerd na de metingen.
De ademhaling werd berekend uit de verschillen in O2 concentratie tussen week 1 en week 6.
De resultaten van de eerste 7 dagen werden niet gebruikt om effecten van het zeven en
mengen te vermijden. De potentiële N mineralisatie werd bepaald met grond uit dezelfde
potten. De toename in minerale N tussen week 1 en week 6 werd gebruikt om N
mineralisatiesnelheden te berekenen. Minerale N werd geëxtraheerd met 1M KCl, en NH4 en
NO3 werden gemeten met een auto-analyzer. De potentiële C mineralisatie werd berekend uit
de O2 -consumptie, uitgaande van een respiratie quotiënt van 1, en na aftrek van O2 gebruikt
voor nitrificatie (Bouwman et al., 1994). De CO2 productie werd niet gebruikt omdat deze
fouten kan geven in gebufferde bodems van mariene oorsprong die veel CaCO3 bevatten. Er
werd aangenomen dat 1 mg verademde O2 overeenkomt met 0,375 mg C, en dat 1 mg
genitrificeerde NH4

+-N overeenkomt met 4,75 mg O2 (=1,71 mg C-equivalenten).

Figuur 4.3: Foto van opstelling waarmee de respiratie (zuurstofverbruik) wordt gemeten.

Gegevensbewerking

Voor de bepalingen werden uit de mengmonsters van ieder bedrijf 2 (sub)replica’s gebruikt.
De gemiddelde waarden werden gebruikt voor de statistische analyses. De statistische
significantie van verschillen tussen de verschillende categorieën bedrijven werd getoetst door
middel van variantieanalyse (F-toets gevolgd door Student-t-toets). Indien de gegevens niet
normaal waren verdeeld of ongelijke varianties vertoonden werd een log-transformatie
uitgevoerd. Indien een log-transformatie geen normale verdeling en gelijke varianties
opleverde werd een ANOVA on ranks uitgevoerd.
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4.3 Resultaten en conclusies

De bacteriële groeisnelheid, gemeten als thymidine inbouw in DNA, was op de biologische
bedrijven gemiddeld 60% hoger dan op de intensieve en extensieve bedrijven
(zie figuur 4.4a). De eiwitsynthese gemeten als leucine inbouw vertoonde hetzelfde beeld als
de thymidine inbouw (zie figuur 4.4b). De verschillen zijn wat kleiner omdat eiwitsynthese
niet alleen de groei (celdeling) weerspiegelt, maar ook de biomassa (onderhoud, vervanging
van eiwitten). De bacteriële biomassa was op de biologische en extensieve bedrijven
respectievelijk 24 en 20% hoger dan op de intensieve bedrijven (figuur 4.4c). Ook de
genetische diversiteit van de bacteriën was hoogst op de biologische bedrijven
(49,4 genotypen) en het laagst op de intensieve bedrijven (47,5 DNA banden of genotypen),
hoewel de verschillen in diversiteit erg klein waren (figuur 4.4d). De Shannon-Weaver
diversiteit index bedroeg 3,60 en 3,59 op de biologische en extensieve bedrijven, en 3,57 op
de intensieve bedrijven (Tabel 4.1). In deze index zit zowel het aantal genotypen als de
relatieve abundantie (massa) van de verschillende genotypen verwerkt.
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Figuur 4.4: De groeisnelheid weergegeven als a) thymidine inbouw (DNA-synthese)
b) leucine inbouw (eiwitsynthese), en c) de biomassa van bacteriën in de intensieve,
extensieve en biologische melkveehouderijen (MVH) op zandgrond. De foutenbalken
tonen de standaardfout (SE, n=20 voor intensief, n=19 voor extensief en n=10 voor
biologisch).
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Een andere index waarin alleen de verhoudingen tussen de verschillende genotypen is
verwerkt is de evenness. Deze is laag als er wel veel soorten aanwezig zijn maar enkele
soorten overheersen. Ook de evenness was iets hoger op de extensieve en de biologische
bedrijven (2,14) dan op de intensieve bedrijven (2,13). Er was dus een tendens dat lagere
waarden werden gevonden op de intensieve bedrijven en hogere waarden op de extensieve en
biologische bedrijven. Dit kan men verwachten als het bodemleven op extensieve en
biologische bedrijven beter ontwikkeld zou zijn. Hoewel de bacteriële groeisnelheid en
biomassa met name op de biologische bedrijven aanzienlijk hoger waren dan op de intensieve
bedrijven, was ook de spreiding aanzienlijk en waren de verschillen niet statistisch significant
(Tabel 4.1).

Tabel 4.1: Indicatorwaarden van microbiële eigenschapen in biologische, extensieve en
intensieve melkveehouderijen (MVH) op zandgrond (1999). <��������4������"�����
����" �����������������������������������������(FA>(,�GH�%���1�	I�GGH�%���1��I
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Wel significant waren de verschillen in potentiële C en N mineralisatie (tabel 4.1). De C
mineralisatie was op de extensieve en biologische bedrijven respectievelijk 60% en 22%
hoger dan op de intensieve bedrijven (figuur 4.5a). Het verschil tussen extensief en intensief
was significant (p=0,009; tabel 4.1). De N mineralisatie was op de extensieve en biologische
bedrijven respectievelijk 60% en 45% hoger dan op de intensieve bedrijven (p=0,02) (Figuur
4.5b, tabel 4.1). De hogere mineralisatie op de extensieve en biologische bedrijven wijst op
een grotere beschikbaarheid van organische stof en een grotere bodemvruchtbaarheid. Het is
opvallend dat op de extensieve en biologische bedrijven de mineralisatie wel hoger is terwijl
de bacteriële biomassa en groeisnelheid niet significant hoger zijn. Deze laatste parameters
reageren gewoonlijk sneller op bijvoorbeeld bodemverontreiniging dan de mineralisatie die
als relatief ongevoelig wordt beschouwd. Een mogelijke verklaring is dat op de extensieve en
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biologische bedrijven de groei-efficiëntie lager is waardoor bij gelijke biomassa en
groeisnelheid meer C en N wordt gemineraliseerd en relatief minder in biomassa wordt
omgezet. De resultaten illustreren dat het van belang is om meerdere parameters tegelijk te
bepalen, en niet vooraf enkele parameters te selecteren die geacht worden gevoelig te zijn.
Het is mogelijk dat sommige parameters (zoals groeisnelheid en diversiteit) gevoelige
indicatoren zijn voor verontreiniging terwijl andere gevoeliger zijn voor andere factoren zoals
de bodemvruchtbaarheid. Alleen een combinatie van meerdere parameters geeft een volledig
beeld van de omstandigheden in de bodem.
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Figuur 4.5: De potentiële C mineralisatie (a) en N mineralisatie (b) in de intensieve,
extensieve en biologische melkveehouderijen (MVH) op zandgrond. De foutenbalken
tonen de standaardfout (SE, n=20 voor intensief, n=19 voor extensief en n=10 voor
biologisch).

Dat de verschillen in bacteriële biomassa en groeisnelheid in de drie categorieën
melkveehouderijbedrijven op zandgrond relatief gering waren blijkt ook uit een vergelijking
met de bedrijven op zeeklei en de tuinbouwbedrijven die in 1997 werden bemonsterd (figuur
4.6). Toen werden grote verschillen in biomassa en groeisnelheid gevonden tussen gras op
klei en tuinbouw. De bacteriële groeisnelheid was veel lager in gras op zand dan in gras op
klei en tuinbouw (figuur 4.6a,b). De bacteriële biomassa in gras op zand lag tussen de
biomassa’s van gras op klei en tuinbouw in (figuur 4.6c). De C en N mineralisatie kunnen
niet worden vergeleken omdat deze in 1997 niet werden gemeten.

De in 1999 gemeten waarden van de microbiologische indicatoren wijzen op een hoge
(genetische) diversiteit in alle drie de categorieën melkveehouderij op zand, en geven geen
aanwijzingen voor stress (verontreiniging) in de intensieve bedrijven. De bacteriële
groeisnelheid en biomassa waren gemiddeld 60% en 25% hoger op de biologische bedrijven,
maar de verschillen waren statistisch niet significant. Op de biologische en extensieve
bedrijven was de mineralisatiecapaciteit (bodemvruchtbaarheid) de helft hoger dan op de
intensieve bedrijven.
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Figuur 4.6: De groeisnelheid weergegeven als: a) thymidine inbouw (DNA-synthese),
b) leucine inbouw (eiwitsynthese), en c) de biomassa van bacteriën in de intensieve
(GZI), extensieve (GZE) en biologische (GZB) melkveehouderijen (MVH) op zandgrond,
vergeleken met in 1997 gemeten waarden op melkveehouderijbedrijven op klei (GK) en
tuinbouwbedrijven (T). De foutenbalken tonen de standaardfout (SE, n=20 voor GZI,
n=19 voor GZE en n=10 voor GZB, n=20 voor GK en n=17 voor T).
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Monstername vond plaats in combinatie met die voor de abiotische monsters van het LMB.
Per bedrijf (of locatie) werd een mengmonster van 320 grondkernen verzameld verspreid
over alle percelen. Deze grondmonsters werden genomen met een graszodeboor (diameter 2,3
cm, diepte 10 cm). Uit het mengmonster werd na homogeniseren met de hand een submonster
getrokken. Hiervoor werd een glazen pot van 700 ml met grond gevuld. Potten van meerdere
locaties werden centraal verzameld en koel opgeslagen (4 °C).
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2. De Marionina groep, met soorten van de geslachten Marionina, Buchholzia,
Hemifridericia en Henlea, die gekenmerkt worden door hun associatie met wat verder

afgebroken materiaal.
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Waarden voor gemiddelden, maxima en minima zijn gebaseerd op ongetransformeerde
data, waarden voor S.E.M. (standard error of the mean), range en C.V. (coefficient of
variation) zijn berekend uit loggetransformeerde data, behalve bij soortenaantallen en
diversiteit. Significante verschillen (p<0,05; T-test) in gemiddelde waarden aangegeven
door verschillen in superscripts.
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