Cvi€eni 6
Kultiva¢ni techniky
Priikaz a izolace nékterych piidnich mikroorganismi

Cil prace:
Jaké typy kultivaci a k prukazu jakych mikroorganismi ve cvi¢enich vyuzijeme?

Teorie:

Pii jakémkoli hodnoceni kvalitativniho zastoupeni mikroorganismt v pudé ¢i jejich
mnoZstvi st musime uvédomit zdroj zkoumaného vzorku pilidy (Grodnost - mnozstvi humusu,
textura, mnozstvi kysliku - provzdusnované orané pudy ¢1 zavodnéné?, kyselost - kysela pida
je kupfikladu casta vjehlicnatych lesich, profil - zjaké hloubky byl vzorek odebrin?).
V jednom gramu pudy je pfitomno n€kolik biliontt mikroorganismt, které mohou byt aerobni 1
anaerobni. Prokdzat je miizeme podle né€kterych jejich charakteristickych metabolickych aktivit:
fixace dusiku, oxidace siry, redukce sirant, rozkladu mocoviny, celulézy... Pi1 barveni bunék ze
vzorku pidy doplnime 1 jejich morfologickou charakteristiku a tim 1 pfedbéznou identifikaci.

Bakterie v ptid€ se tcastni bohatych procestt humifikace a mineralizace, kolobéhu prvki,
produkuji fadu latek ovlivitujicich rist rosthin. Fixace dusiku je rovnéz dilezitym procesem
symbiotickych 1 voln€ Zyjicich bakt. druhti. Mezi béznou ptdni mikrofléru nalezi bakterie rodu
Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Clostridium, Agrobacterium, Arthrobacter, Streptomyces,
Nocardia a také fada plisni (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Fusarium).

Winogradsky vymezl dvé zikladni skupiny bakterii podle_kulminujiciho poctu jejich

zastupcu v zavislosti na zdrojich Zivin:

» autochtonni baktérie - pfirozené pudni organismy, jsou po celé ro¢ni obdobi zastoupeny
v relativné vysokém a konstantnim poctu nezivisle na mnoZstvi zivin. Je pro né
charakteristickd nizkd metabolickd aktivita. Klasifikuji se vétsinou jen podle morfologie
bun¢k (barveny preparat). Patii zde aktinomycety, Agrobacterium, Streptomyces,
Nocardia...

» zymogenni baktérie - vyskytuji se ve véSsim poctu jen tehdy, je-li dostateéna zisoba
zivin a zdrojit organickych latek, které rychle vyCerpavaji. Ve zvySeném poctu jsou tedy
pfitomny v zavislosti na zvySeném mnozstvi organickych litek. VyznaCuji se mohutnou
metabolickou aktivitou a podileji se na procesech mineralizaci pady, zapstuji kolobéh
jednotlivych prvkil v biostéfe. Patii zde nmitrifikani bakterie, celulolytické, oxidwjici siru,
myxobakterie, sporulujici Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, myxobakterie...)

» patogenni baktérie - se mohou v ptid¢ vyskytovat jako :

primarni patogen - baktérie patogenni pro rostliny nebo zivoc¢ichy véetné clovéka,
v pud¢ vétsinou prezivaji déle; klostridia (CL tetant,
botulinum, perfringens, septicum..)

sekundarni patogen - do pudy se dostavaji sekundarn€ z riznych rezervoart, v
pudé prezivaji v zavislosti na jejich odolnosti

(gramnegativni méng)

Pro pfesnou identifikaci je nutno mikroorganismy nejprve izolovat a dile kultivovat
v €istych kulturich. S izolaci jsme se jiz setkali v ptipad¢€ kiizového roztéru. Mizeme vsak vyuzit
1 selektivnich medii, které prokazi urcity charakteristicky znak. Napfiklad pii priukazu fixace
dusiku se vyuzye bezdusikaté medium, izolujici druhy schopné tuto molekulu fixovat. Dalsi




zmak, St€peni celulozy, dokdzeme charakteristickym réstem na bumcité vaté a jnych
materiilech obsahujicich celulozu.

Dusiku jako biogenniho prvku je v atmosféfe omezené mnozstvi (NHs, NO., NOy).
Nekteré bakterie a sinice (Azotobacter, Klebsiella, Rhizobium, Clostridium pasteurianum,
Rhodospirillum, Anabena, Nostod disponuji enzymem nitrogenazou, pomoci kterého umi
dusik fixovat z atmosféry. Je to energeticky naro¢ny proces (15 ATP na 1 mlk N.). Tento
proces byl objeven Winogradskym jiz v roce 1895. Vyskytuje se u bakterii, které Zyji v symbidze
s rosthinami ¢1 voln€ v padé (ve druhém piipadé schopné fixovat dusik 1 bez pfitomnosti rostlin
- plati pro oba rody, které budeme ve cvi¢eni 1izolovat). Bakterie redukuji plynny dusik na NH3
a to za striktn€ anaerobnich podminek. Ng¢které bakteridlni druhy (pro naSe cviCeni
Azotobactern) si anaerobni podminky vytvofi spotfebovanim kysliku na povrchu buiiky aerobni
respiraci. Pro prikaz bun¢k rodu Clostridium vytvofime anaerobni podminky zitkou ze
sterilniho parafinu.

homo-
citrate

o 275Cys

[Mo-7Fe-9S] g ahiatlis

Enzym nitrogenaza a Mo — Fe kofaktor

Ukazatelem udrodnosti pady je pfitomnost celulolytickych bakterii. V intenzivné
obd¢lavanych pldach se vyskytuji rychle rostouci zastupci rodG Cyvtophaga, Cellvibrio,
Celltalcicula, Sporocytophaga, ve stredné obdélavanych myxobakterie a ve slabé obdélavanych a
v kyselych padach prevladaji mikroskopické houby. Ve vodé nerozpustny polysacharid celul6za
je podstatnou sou€asti bunécnych stén rostlinnych buné€k; je doprovizena hemicelulozami,
pektiny, ligninem a tuky. Je Stépena povétSinou aerobné, milize vSak byt i anaerobné
zkvasovana. Celul6za je mimo bunku hydrolyticky $t€peni EXOENZYMEM celulizou na
celobiézu a tento disacharid je pak uvmitf buiiky (po transportu) ndsledné Stépen
ENDOENZYMEM celobidazou na dvé glukozy. Rychlost rozkladu celulozy je ovlivnéna
mnozstvim celulolytickych bakterii a rovnéz ptitomnosti doprovodnych latek — v pfitomnosti
ligninu je $tépena huire.

Neékteré znaky bakteridlnich rodt, které budeme izolovat:
Clostridium:

- vpudg, stoénim kalu, mofskych sedimentech,
rostlinnych zbytcich, GI'Tu Zivo€ichti a Clovéka
(jicen, stfeva), v klinickém materiilu

- pleomorfni ty¢ky, v ranné faz rastu G+, po 1,
ve dvojicich €1 kratkych fetizcich

- peritricha (bi¢iky po celé bunce, nikoli jen na
polech b.)

- ovalné ¢ kulaté endospory - jejich preziti pii
pasteurizaci v naSem cvic¢eni zajisti 1zolaci
klostridii!

- obligatné anaerobni (nékt.druhy vsak ke kysliku tolerantni)

- chemoorganotrofni, chemoautotr., chemolitotrofni




- rust 10 - 65 °C (Siroka tolerance)

- nékteré druhy fixuji dusik

- velmi heterogenni skupina, ale 1dentifikaci napomahd diferenciece do tfi skupin
podle rozkladu bilkovin a sacharidii: a) sacharolytické, b) proteolytické, ¢) $tépi
oboji

- Clostridium pasteurianum patii do skupiny piisn€ anaerobnich bakterii maselného
kvaSeni, toleruje kyselost a promacenost pudy a nizsi teploty; tyto vlastnosti spolu
s tvorbou spor umoziuji jeho rozsiteni t€éméf ve vsech typech pud (10™-10" CFU/1g)

Azotobacter:
- vyskytuji se v padé ¢i vodé
- G- ovoidni pleomorfni ty¢ky az koky
- po 1, 21 nepravidelné shluky ¢i fetizky
- peritricha
- tvofi cysty a pigmentuji
- aerobni, chemoorganotrofni
- fixace dusiku nesymbiotickd, vyzaduji v mediu molybden ¢i vanad (kofaktor)

Azotobacter chroococcum — aerobni, netvofi spory. Jde o druh naroény na podminky prostiedi,
jeho podil na celkovém mnoZstvi piidni mikroflory je relativng maly - uvadi se 107 - 10* bunék /1g
pldy.

Wyskytuje se jen v dobfe provzdusfiovanych a hnojenych pidach s neutralni a2 alkalickou
reakci. Nejtastéji jgj lze nalézt v tésné blizkosti kofenového systému rostlin, kde je plida
obohacena o organické latky - kofenové vymésky. VyZaduje pfitomnost cukrl, jednoduchych
alkoholl nebo scli organickych kyselin, jejichz oxidacl ziskava azotobakter energii potfebnou

k fixaci molekularniho dusiku, Pomérné velké jsou i jeho naroky na pfitomnost fosforu a
vapniku, z mikroelementd molybdenu, boru, vanadu, Zeleza a manganu. V kyselych pldach
nefixuje dusik. Jeho teplotni optimum se pohybuje mezi 25 -30°C .

Azotobacter - kolonie s exopolysacharidem a pigmentaci. Preparat 1000x — vidime
ovalné svitici cysty a vegetativni buniky koky az tycky




Pomiicky:

Postup:

Petriho misky s Ashbyho agarem
Ockovaci klicky

MPB ¢.2 s 5% Glu

Zkumavky

Pipety

Sterilni parafinovy olej

Filtra¢ni papir

Ustiizky Casopisu, novin, buniina
Kahan

Vodni lazen

Zemina ze zdroji - kazdy uvede sviij zdroj (sklenik, lesni puda, zahrada..)

Ulohy sestavaji ze @i pokust: cilend izolace azotobaktera (rod Azotobacten) na
selektivnim bezdusikatém Ashbyho agaru, anaerobni kultivace a i1zolace klostridii a 1zolace
celulotickych rodii na matenialech s celul6zou pfimo na zemin€ na Petriho misce.

1) Izolace azotobaktera:

Petriho misky s Ashbyho agarem zao¢kujeme piimo drobnymi zrni¢ky zeminy
kultivujeme 72 hodin pi1 25 - 30°C

selektivni bezdusikaté medium eleiminuje druhy vyzadujici pfitomnost dusiku
medium nezaru¢i eliminacit mikroskopickych hub

Hodnoceni: po prvnich dnech jsou slizovité kolonie azotobaktera kolem zrni€ek hliny
bélavé, stafim hnédnou

Je mozno provét mikroskopickou kontrolu(G- kokotyCky ve dvojicich; pouzdro)

Azotobacter chroococcum bychom meéli zachytit z irodnych provzdusinovanych ptd
Jako aerobni druh, po kultivaci je z misky poznatelny charakteristicky zapach ptdy.




92) Izolace klostridii

- pudni extrakt pfipravime smichinim zeminy s destilovanou vodou v poméru 1:10,
desetiminutovym protiepavanim a dvojitym zfiltrovanim pfes buni¢itou vatu

- pasteurizyjeme 15 minut pii 75 - 80°C na vodni lazni (vylouc¢ime tak pieziti vSech
vegetativnich buné€k; pfezyi jen spory klostridii, které vyklici - v anaerobnim
prostiedi, tedy vykli¢i pouze spory klostridii)

- do horkého sterilntho media (MPB ¢.2 s59% glukozy) pipetujeme 1ml
pasteurizovaného extraktu a 1hned pfevrstvime Iml parafinu pro zajsténi

anaerobniho prosttedi

Hodnoceni: v pfitomnosti klostridii vznika sedlina, plyn a charakteristicky zapach
zluklého masla
- Je mozno provést mikroskopickou kontrolu

3) Priikaz celulolytickych bakterii

- na Petrtho misku nasypeme do 2/3 rozdrobenou zeminu, navlh¢ime

- pinzetou polozime prouzky filtra¢niho papiru, bunicité vaty a novin (1cm mezery)
- kultivujeme pfi pokojové teploté

- po n¢kolika dnech stfickou doplnime vodu

Hodnoceni: (ne)pozorujeme rozklad a zménu zabarveni (pfitomnost skvrn ruznych

barev) vSech prouzkii; vysledky zaznamendme po 1, 2 a 3 tydnech

- nepvétsi rozklad by mél byt pozorovany u buni€iny (cca 50%), méné pak (30%) u
filtraCniho papiru a negméné se rozklada (vzhledem k mhibujicimu barviva papiru)
novinovy €1 ¢asopisovy papir

- neyvice celulolytickych bakterii se vyskytuje na pidach s vyS§im mnozstvim
humusu, méné pak v pudach piscitych

Hodnoceni:

Zaveér:
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