lzolace vybranych skupin

poudnich mikroorganismu




PUda a mikroorganismy

» V 1g pudy je pritomno nékolik biliont bunék mikroorganismi

» Bézna pudni mikroflora: bakterie Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Nocardia,
Pseudomonas, Serratia, Streptomyces, plisné Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillium

» Patogeny a oportunni patogeny: (Actinomyces, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Pseudomonas...)

» Patogénni bakterie mohou byt:

» Primarni patogen — patogenni pro rostliny/zivocichy/Clovéka, v pddé prezivaji déle. Napf. klostridia (Cl. tetani,
Cl. botulinum, ClI. perfringens, Cl. septicum)

» Sekundarni patogen — do pUdy se dostdvaji sekunddarné z rznych rezervodri, prezivaji v zAavislosti na jejich
odolnosti A




PUda a mikroorganismy

» V prirodé se vytvareji mikrobidlni spole¢enstva, normdiné byva v prostredi znacny pocet druhd
v primérném mnozstvi

» V puddch urcitého druhu prevazuje urcitd skupina bakterii — termofilové v kompostu, plisné v
kyselé pudé, anaeroby v zamokiené pudé

» MUzeme je prokdzat:
» kultivacné podle jejich charakteristickych metabolickych akfivit: fixace dusiku, oxidace siry,
redukce siranU, rozklad mocoviny, rozklad celuldzy...

» Insitu detekci (fluorescence, sondy...)




Bakterie podle poctu zAstupcu @ zivin

» Autochtonni bakterie
» Jsou v pudé celoro¢né, ve vysokém,konstantnim poctu

a nezAdvisle na mnozstvi zivin

» Maiji nizkou metabolickou aktivitu
» Agrobacterium, Streptomyces, Nocardia

» Zymogenni (alochtonni) bakterie
» V pUdé jen sezonné, v nizsim poctu, zAvisle na zvysené koncentraci zivin

» Mohutnd metabolickd aktivita
» Zqjistuji kolobéh prvkU

» Nitrifikacni, celulolytické a siru oxidujici bakterie, myxobakterie, Bacillus, Flavobacterium,
Mycobacterium, Pseudomonas
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Funkce MO v pudé

Dekompozice (humifikace, mineralizace) — organotrofy, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens

Oxidace jedovatych dusitanU na dusiénany — nitrifikacni bakterie

Oxidace sulfid0 na sulfaty — Thiobacillus

Bioremediace, rozklad tézko odbouratelnych latek

Fixace dusiku symbiotickymi (Rhizobium) a volné Zijicimi (Agrobacterium, Azotobacter) bakteriemi

Producenti sekunddrnich metabolit0 — antibiotika, Streptomyces

Suprese plisnovych onemocnéni rostlin (Bacillus megaterium, B. subtilis, P. fluorescens )

Zastoupeni MO v pudé zAvisi od typu pUdy, pH pUdy,
rocniho obdobi, dostupnosti Zivin, vody, kysliku, minerdld,
hloubky

Biodegradable plastic products eaten by bacteria




izolace pudnich MO

Izolace a prikaz 3 skupin mikroorganismu:
Clostridium

Azotobacter
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Celulolytické bakterie

» V pudé je komplex mikroorganismU — za selektivnich podminek kultivace zisk&dme cilovou skupinu
» Vyuziti selektivnich médii — pro bakterie fixujici dusik bezdusikaté méedium

» Vyuziti charakteristickych znakt - st€peni celuldzy
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C. tetani

Clostridium
n q f
C. tetani, C. botulinum, C. perfringens, C. difficile ¥a A .l o\
e
G+ anaerobni ty&ky e,/ ﬂ.-'ﬂ*{n —
Biciky po celé burice - peritricha .1~V (M
yP P . # = . cC. botulinum
Vyskyt b&Zné& v prostredi (pdda, kal, morské sedimenty, rostlinné zbytky), € A I",/'
gastrointestindlni frakt, klinicky materidl . >
v
Spory, toxiny (tetanospazmin, tetanolyzin, botulotoxin...) el }
- g N\
Primdarni i oportunni patogeny C. perfringens
10 — 65 °C, nékteré druhy fixuji plynny dusik
Sacharolytické, proteolytické, nebo qgj gj
V cviceni — ostatni vegetativni bunky usmrtime pasterizaci,

spory pak vyklici v anaerobnim prostredi v bujone pod parafinem 5y c.difficile
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Azofobacfter

A. chroococcum, A. vinelandii
Vyskyt v prostredi (voda, pudal)
G — aerobni ovoidni tycka az kok
BiCiky peritricha
Tvori pigment, sliz, cysty
Vyskyt v pudé a vodé
Nesymbioticka fixace dusiku
— enzym nitrogendza
Ashbyho agar - bez dusiku, hodné zZivin
25-30°C




Celulolyticke bakterie

Rozklddaiji celuldzu, kterd se v podobé riznych rostlinnych zbytkU, splachd a odpadovych
materidld z promyslu dostdvd do prostredi

Pritomnost celulolytickych bakterii je ukazovatelem Urodnosti pudy

» Cytophaga, Sporocytophaga, Cellvibrio (intenzivné obdéldvané pudy ), myxobakterie (sttredné

obdéldvané pudy) mikroskopické houby (slabé obdéldvané a kyselé pUdy)

Celuldza je v prirodé nejrozsirenéjsi, ve vodé nerozpustny polysacharid. Je spolu s
hemiceluldzami, pektiny, ligninem a tuky podstatnou soucasti bunécnych stén rostlinnych bunék

MUzZe byt stépena:
» aerobné - zisk mnoho energie, mineralizace organickych latek
» anaerobné (kvaseni) — kyselina mdselnd, octovd, etanol, CO,, H,O...

Celulozu stépi exoenzym celuldza na celobidzu a tu endoenzym celobidza na dvé podjednotky
glukdzy




Myxobakterie
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Postup

Clostridium - anaerobni kultivace v bujonu prevrstveném parafinem — zaijisti anaerobni prostredi

>
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10 g pUdy + 100 ml destilované vody, dd se tfrepat na 10 minut

Dvaoijitd filtrace pres filtracni papir do banky

Prelit do zkumavky a tu vlozit na 15 minut do vodni ldzné (75 — 80 °C, prefZiji jen spory)
1 ml napipetovat do MPB

Na to napipetovat 1 ml parafinu

» Azotobacter - izolace na selektivnim bezdusikatém Ashbyho agaru, eliminuje druhy vyzaduijici dusik

popsat misku na dno, na médium nadrobit pddu, mirné pokropit stfickou, 72 h, 25 - 30 °C

» Celulolytické MO - izolace na Cisté Petriho misce, popsat vicko misky, do misky nadrobit pudu, trochu

poutlacet, navihcit strickou, na to prilozit materidl z celuldzy. Kultivujeme pri pokojove teploté




Hodnoceni

» Clostridium: v pritomnosti klostridii vznika sedlina, plyn a charakteristicky zpach mdaselného
kvaseni, je mozné zkontrolovat pod mikroskopem.

» Azotobacter: slizovité kolonie kolem zrnicek hliny, v prvnich dnech bélavé, starim hnédnou. Je
poznatelny charakteristicky zdpach. V prepardtu Ize pozorovat G- kokotyCky, casto ve dvojicich,
bunky jsou ohraniceny pouzdrem. Fdzovym kontrastem jdou vidét cysty.

» Celulolytické bakterie: ne/pozorujeme rozklad a zménu zbarveni. Nejintenzivnéjsi rozklad by mél
byt u buniCiny, méné u filfracniho papiru a nejméné se rozklddd novinovy papir.




