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mikroorganismy - dominuijici slozkou zivych organismu v pudé

v 1 g pudy - 108 - 107 bakterii, 10> - 10¢ hub, 104- 10° prvokd a 103 - 104
eukaryotickych ras

béind pudni mikrofléra: bakterie Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,
Nocardia, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces, viaknité houby Aspergillus,
Fusarium, Mucor, Penicillium

patogeny a oportunni patogeny: Actinomyces, Clostridium, Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas...

patogenni bakterie:
primdrni patogen — patogenni pro rostliny/zivocichy/¢lovéka
v pudeé prezivaji déle, napt. Clostridium (C. tetani, C. botulinum, C. perfringens, C. septicum)
sekundarni patogen — do pUdy sekunddrné z riznych

rezervodry, prezivaji v zavislosti na jejich odolnosti (Bacillus anthracis)




PUda a mikroorganismy

o v prirodé se vytvdreji mikrobialni spolec¢enstva; standardné - v prostredi znacny
pocet druhU v primérném mnozstvi

o vétsina mikroorganismu v hloubce do 10 cm - dostupnost Zivin
o navdzdna na pevné castice a velkd cast kumulovdna okolo korenové soustavy rostlin

o v puddch urcitého druhu prevazuje urcitd skupina bakterii — termofilové v
kompostu, vidknité houby v kyselé pudé, anaeroby v zamokiené pudé

o muzeme je prokdazat:

o kultivaéné podle jejich charakteristickych metabolickych aktivit: fixace dusiku, oxidace
siry, redukce siranu, rozklad mocoviny, rozklad celuldzy...

o in situ detekci (fluorescence, sondy...)
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Bakterie podle poctu zAstupcu a zivin

o Autochtonni bakterie
o v pudé celoro¢né, ve vysokém, konstantnim poctu
a nezAvisle na mnozstvi zivin
o nizkd metabolickd aktivita
o Agrobacterium, Streptomyces, Nocardia

o Zymogenni (alochtonni) bakterie
o v pudeé jen sezdnné, v nizsim poctu, zavislé na zvysené koncentraci Zivin
o mohutnd metabolickd akfivita
o zajistuji kolobéh prvkd
o nitrifikacni, celulolytické a siru oxiduijici bakterie, myxobakterie, Bacillus,
Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas




MO v pf)dé B

o zastoupeni MO v pudé zAvisi zejména na:

na typu pUdy

pH pUdy

rocnim obdobi

dostupnosti zivin, vody, kysliku, minerdlt
hloubce

strukture

sorpcnim komplexu, atd....

O 0 0 0O 0O O O




Funkce MO v pudé

o Rozklad a mineralizace organickych latek
o Ucast mikroorganismui az z 90 %
o rozklad zbytkO odumrelych rostlin v pUdé — zejména saprofitické mikroskopické houby
o rozklad zbytkO odumrelych Zivocicht a malych organismuU - predevsim bakterie
o houby - efektivnégjsi rozklad organickych Iatek nez u bakterii

o Produkce latek primdrniho a sekunddarniho metabolismu
o napr. extraceluldrni enzymy, antibiotika, ale téz toxiny a produkty viastnino metabolismu

o Tvorba a odbouravani humusu
o mikroorganismy — podil na vzniku a rozkladu humusovych |atek




Funkce MO v pudé

Biodegradable plastic products eaten by bacteria

o Fixace vzdusného N, - schopnost nékterych bakterii poutat vzdusny dusik
(schopnost zabudovdvat ho do organickych ldtek - obohaceni pudy o tento
biogenni prvek)

o symbiotické (Rhizobium) i volné Zijici (asociativné symbiotické Agrobacterium,

Azotobacter, Clostridium) bakterie

o Oxidace nedostupnych sulfidU na sulfaty (Thiobacillus)

o Bioremediace, rozklad tézko odbouratelnych |atek (napr. pesticidy, celuldza,
chitin)

o Asimilace minerdlnich latek

o vétiina mikroorganismuU dokdze pokryt svoje nutricni potfeby z anorganickych, 1.
minerdinich zdrojU; napf. N, S, a P




Funkce MO v pudé

o Vzdjemné vztahy mezi mikroorganismy
o mnohé mikroorganismy (MO) - patogenni ve vztahu k rostlindm nebo zivocichum
o nekteré MO - symbidza nebo jiny vztah

o Potrava pro jiné organismy
o MO - casto dUlezity Cldnek v potravnim fetézci pro jiné, Casto vetsi organismy

o Uprava Zivotniho prostredi

o organismy - ofeviené systeémy (vymeéena latek a energie se svym okolim - ovliviuji fak
navzdjem nejen sebe, ale i prostredi)

o napr. okyslicovdni pudy vlivem produkce kyselin nebo oteplovdni v dUsledku silného
metabolismu




Izolace pudnich MO

o izolace a prUkaz 3 skupin mikroorganismu:

o CLOSTRIDIUM
o AZOTOBACTER
o CELULOLYTICKE BAKTERIE

o v pudé je komplex mikroorganismU — za selektivnich podminek kultivace ziskdme
cilovou skupinu

o vyuziti selektivnich méedii — pro bakterie fixujici dusik bezdusikaté médium
o vyuziti charakteristickych znakO - §tépeni celuldzy




Clostridium

o C. tefani, C. botulinum, C. perfringens

o Clostridioides difficile

o G+ tyCinky, vétsina z nich je obligatné anaerobni
o biciky po celé bunce - peritricha

o vyskyt bézné v prostredi (puda, kal, morské sedimenty, rostlinné
zbytky), gastrointestindaini trakt, klinicky materidl

o tvori ovdlné nebo kulaté endospory, primdrni i oportunni
patogeny

o 10 - 65 °C, nékteré druhy fixuji plynny dusik a tvori toxiny
(tetanospazmin, tetanolyzin, botulotoxin...)

o sacharolytické, proteolytické, ajiné...

o ve cviceni — ostatni vegetativni bunky usmrtime pasterizaci,

spory pak vyklici v anaerobnim prostredi v bujonu pod
parafinem




Azotobacter

Nabarvend pouzdra

. . Azotobacter
o A. chroococcum, A. vinelandii

o G- aerobni ovoidni tyCinky az koky

o biciky peritricha

o tvori pigment, slizovity obal a cysty

o vyskyt v pUdé a vodé

o pro rust vyzaduiji r0stové prvky (molybden
a vanad)

o nesymbioticka fixace dusiku
— enzym nitrogendza
o pro izolaci Ashbyho agar — bez dusiku, hodné
Zivin
25-30°C

/N



Celulolytické bakterie

rozklddaji celulézu

o celuléza se v podobé riznych rostlinnych zbytkd, splacht a odpadovych materidld z promyslu dostava
do prostredi
pritomnost celulolytickych bakterii - jednim z ukazatelU Urodnosti pudy I

Cytophaga, Sporocytophaga, Cellvibrio (intenzivné obdéldvané pudy ),
myxobakterie (sttedné obdéldvané pUdy) mikroskopické houby (slabé obdéldvané
a kyselé pudy)

celuldza - v prirodé nejrozsirenéjsi, ve vodé nerozpustny, polysacharid; spolu s
hemiceluldzami, pekfiny, ligninem a tuky podstatnou soucasti bunécnych stén
rostlinnych bunék

mUze byt st€épena:

o aerobneé - zisk energie, mineralizace organickych Iatek

o anaerobné (kvaseni) - kyselina mdselnd, octovd, etanol, CO,, H,O...

celuldzu stépi exoenzym celuldza na celobidzu a fu endoenzym celobidza na dvé
podjednotky glukdzy




Celulolytické bakterie - Myxobakterie

N

rfad Myxococcales

tyto bakterie mezi sebou intenzivhe
komunikuji (chemické signaly)

a shlukuji se do velkych skupin —
napomahani pri ziskavani zivin

pfi nedostatku potravy vytvareji
plodnice Ci klidovd stadia
(myxospory)

plodnice: slizovitd stopka, sporangioly,
Myxospory

prostredi s rozkladajicim se
organickym materidlem, kUra stromu,

(V4

tlejici drevo, kompost,...

)




Postup - Clostridium

anaerobni kultivace v bujonu prevrstvenéem parafinem
(parafin zajisti anaerobni prostredi)

o 10 g pudy + 100 ml destilované vody, dd& se trepat na 10 minut
o filfrace pres filtracni papir do banky

| o prelit do zkumavky a tu vlozit na 15 minut do vodni Idzné (75 -
> 80 "C, preziji jen spory)

o 1 ml odpipetovat do masopeptonového bujonu ve zkumavce
(MPB)

o na to napipetovat 1 ml parafinu

P



Postup - Clostridium

10 g pudy + 100 ml |

protfepana puda s destil. vodou

destil. vody it
\ ‘ / \ piefiltrovat

H

10 min trepat

>

ﬁ?

prelit do
zkumavky

>

vodni lazen
(75 - 80 °C)

O

>

pldni extrakt

pipetovat
1 ml extraktu

N

\ (%

) pipetovat
1 ml parafinu

_),

zkumavka s MPB
(masopeptonovy bujon)

parafin

pudni extrakt
+ MPB




Postup - Azofobacter

- izolace na selektivnim bezdusikatém Ashbyho agaru - ten eliminuje druhy
vyzadujici dusik

o popsat misku na dno, na médium nadrobit pudu
o mirné pokropit strickou
o kultivace probind pri 25 - 30 "C 72 hodin




Postup - Celulolytickeé MO

- hodnoceni pripadného rozkladu a zmén zabarveni
zdroju celuldzy

o izolace na Cisté Petriho misce

o popsat vicko misky

o do misky nadrobit pUdu, frochu poutldcet

o navlhcit strickou, na to prilozit materidl z celuldzy
o filtracni papir, bunicina, novinovy papir

o kultivujeme pri pokojové teplote

1% HOLE

L
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Hodnoceni

o Clostridium: v pritomnosti klostridii vznikd sedlina, plyn a charakteristicky zapach
maselného kvaseni, je mozné zkontrolovat pod mikroskopem

o Azotobacter: slizovité kolonie kolem zrnicek zeminy, v prvnich dnech bélavé, starfim
hnednou

o je poznatelny charakteristicky zapach

o v prepardtu lze pozorovat G- kokotycky, Casto ve dvojicich, bunky jsou ohraniCeny
pouzdrem

o fadzovym kontrastem jdou vidét cysty

o Celulolytické bakterie: ne/pozorujeme rozklad a zménu zbarveni

o nejintenzivnéjsirozklad by mél byt u buniciny, méné u filtracniho papiru a nejméné se
rozklddd novinovy papir




Podklady pro vyhotoveni protokolu

Prislusny protokol je viozen v IS. Do n€j si vyplnite Uvodni Cast pomoci prezentace a také
pomoci skript, kterd jiz v IS mate.

Pro vyhodnoceni pUdniho rozboru si, prosim, nastudujte na ndsledujicich snimcich:

o Clostridium — pro vyhodnoceni popiste zmény mezi fotkou zalozeni pokusu a po E
kultivaci, pokud by se vam zmény nezddly patrné, dohledejte si dalsi podklady
pomoci literdrnich zdroju

o Azotobacter — do vyhodnoceni popiste vzhled vyrostlych kolonii (kolonie se nachdzi
kolem zrnicek pudniho vzorku na PM)

o Celulolytické bakterie: do vyhodnoceni popiste zmény (rozklad, zména zabarveni)
jednotlivych materidlu z celuldzy
o filtracni papir, bunicina, novinovy papir
o procentudiné odhadnéte v jaké mife ke zméndm doslo a zda vibec jsou néjaké zmény patrné

o Zdroj pudy: navezend zemina - staviba Brno-Bohunice
o V zavéru tento Ukol souhrnné zhodnotte podle pokynu v protokolu.




zalozeni
- | pokusu

N

po kulfivaci

po kultivaci

/N




zaloZeni pokusu po kultivaci po kultivac

Pea S







Celulolytické bakterie

2 tydny od zaloZeni pokusu 3 tydny od zalozeni pokusu




