Cviceni 6
Priikaz a izolace nékterych pidnich mikroorganismi

Teorie:

Pro pfesnou identifikaci je nutno mikroorganismy nejprve izolovat a dale kultivovat
v Cistych kulturach. Pro izolaci vyuzijeme selektivnich medii, které prokazi charakteristicky
znak — fixaci dusiku (medium je bezdusikaté, izoluji se tedy jen druhy schopné tuto molekulu
fixovat). Dalsi znak, §té€peni celulozy, dokaZeme charakteristickym rastem na bunicité vaté a
jinych materidlech obsahujicich celul6zu.

Dusiku jako biogenniho prvku je v atmosféfe omezené mnozstvi (NHsz, NO,", NO3).
Nékteré bakterie a sinice (Azotobacter, Klebsiella, Rhizobium, Clostridium pasteurianum,
Rhodospirillum, Anabena, Nostoc) 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 Vinogradskym jiz vroce 1895. Vyskytuje se u bakterii, které ziji
v symbioze s rostlinami ¢i volné v pidé (ve druhém piipadé schopné fixovat dusik i bez
pritomnosti rostlin — plati pro oba rody, které budeme ve cviceni izolovat). Bakterie redukuji
plynny dusik na NH3 a to za striktné anaerobnich podminek. Nékteré bakterialni druhy (pro
naSe cviceni Azotobacter) si anaerobni podminky vytvoii spotfebovanim kysliku na povrchu
buiiky aerobni respiraci. Pro Clostridium vytvoiime anaerobni podminky zéatkou ze sterilniho
parafinu.

Bakterie v pidé:

» autochtonni baktérie - pfirozené pidni organismy, jsou po celé ro¢ni obdobi
zastoupeny Vv relativné konstantnim poctu (Pseudomonas, Agrobacterium,
Streptomyces, Nocardia...)

» zymogenni baktérie - vyskytuji se ve vétsim poctu jen tehdy, je-li dostate¢na zasoba
zivin. Vyznacuji se mohutnou metabol. aktivitou a podileji se na procesech
mineralizaci plidy, zajistuji kolob¢h jednotlivych prvkl v biosféte (Bacillus,
Mycobacterium)

> patogenni baktérie - se mohou v pid¢ vyskytovat jako :

primarni patogen - baktérie patogenni pro rostliny nebo zivocichy vcetné ¢lovéka
sekundarni patogen - do ptidy se dostavaji sekundarné z riznych rezervoart a
mohou v pdé ptrezivat znacnou dobu

Bakterie v pid¢ se tedy ucastni bohatych procesti humifikace a mineralizace, kolob&éhu prvkd,
produkuji fadu latek ovliviujicich rist rostlin. Fixace dusiku je rovnéz diilezitym procesem
symbiotickych i voln¢ Zijicich bakt. druhti. Mezi béZnou ptidni mikrofléru nélezi bakterie
rodu Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Agrobacterium, Arthrobacter, Streptomyces a také
tada plisni (4Aspergillus, Penicillium,Rhizopus, Fusarium).

Nékteré znaky bakterialnich rodi, které budeme izolovat:
Clostridium:

- v pidé, stocnim kalu, motskych sedimentech,
rostlinnych zbytcich, GITu zivocichti a
¢lovéka (jicen, stfeva), v klinickém materidlu

- pleomortni tycky, v ranné fazi rastu G+, po 1,
ve dvojicich ¢i kratkych fetizcich

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




- ovalné ¢i kulaté endospory — jejich preziti pii pasteurizaci v naSem cviceni zajisti
izolaci klostridii!

- obligatn¢ anaerobni (n€¢kt.druhy vsak ke kysliku tolerantni)

- chemoorganotrofni, chemoautotr., chemolitotr

- rust 10 — 65 °C (Siroka tolerance)

- nékteré druhy fixuji dusik

- velmi heterogenni skupina, ale identifikaci napomaha diferenciece do tii skupin
podle rozkladu bilkovin a sacharidii: a) sacharolytické, b) proteolytické, c) $tépi
oboji

Clostridium pasteurianum patfi do skupiny pfisné anaerobnich bakterii maselného
kvaseni. Je tolerantni ke kyselé i zasadité reakci plidy, dobfe snasi vysoké nasyceni pidy
vodou a niZsi teploty. Malé naroky na prostfedi a schopnost tvofit spory umonuji jeho
rozsifeni téméf ve véech typech pud. Zastoupeni v pldni mikroflofe je udavano v rozmezi
10:-10s bunék/1g pady.

Azotobacter:
- vyskytuji se v pade¢ ¢i vode
- G- ovoidni pleomorfni tycky az koky
- po 1,21 nepravidelné shluky ¢i fetizky
- peritricha
- tvorii cysty a pigmentuji
- aerobni, chemoorganotrofni
- fixace dusiku nesymbioticka, vyzaduji v mediu molybden ¢i vanad (kofaktor)

Azotobacter chroococcum — aerobnl, netvofi spory. Jde o druh naroény na podminky prostfedi,
jeho podil na celkovém mnoZstvi pldni mikroflory je relativné maly - uvadi se 10%- 10* bunék f1g
pldy.

Wyskytuje se jen v dobfe provzdusfiovanych a hnojenych pidach s neutralni a2 alkalickou
reakci. Nejtastaji jej lze nalezt v t&sneé blizkosti kofenového systemu rostlin, kde je plda
obohacena o organické latky - kofenové vymésky. VyZaduje pfitomnost cukrl, jednoduchych
alkoholl nebo soli organickych kyselin, jejichZ oxidacl ziskava azotobakter energii potfebnou

k fixaci molekularniho dusiku. Pomérné velkeé jsou i jeho naroky na pfitomnost fosforu a
vapniku, z mikroelementd molybdenu, boru, vanadu, 2eleza 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:
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Petriho misky s Ashbyho agarem
Ockovaci klicky

MPB ¢.2 s 5% Glu

Zkumavky

Pipety

Sterilni parafinovy olej

Filtra¢ni papir

Ustiizky ¢asopisu, novin, buni¢ina
Kahan

Vodni lazen

Zemina ze zdroji....
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Postup:

Ulohy sestivaji ze tii pokust: cilend izolace Azotobactera na selektivnim
bezdusikatém Ashbyho agaru, anaerobni kultivace a izolace klostridii a izolace celulotickych
rodil na materialech s celulozou pfimo na zeminé na Petriho misce.

1)

lzolace azotobactera

Izolaci provadime na selektivnim bezdusikatém mediu, které eliminuje druhy
vyZadujici pfitomnost dusiku. Medium nezaruéuje eliminaci mikroskopickych hub.
Organismy:

Vzorky zeminy z Urodné, dobfe provzdusfiovane pudy

Media:

Petriho misky s Ashbyho agarem (M 5)

Pomicky:

oékovaci klicky

Postup:

* Petriho misky s Ashbyho agarem zaoékujeme pfimo zrnigky zeminy~
¥  Kultivujeme 72 hodin pfi 30°C.

* (Cistotu izolované kultury hodnotime kfizovym roztérem)

Hodnoceni:

Pfitomnost azotobactera se projevi prihlednymi, pozdéji hnédnoucimi slizovitymi
koloniemi kolem zrnicek pldy.

Provedeme mikroskopickou kontrolu

Azotobacter chroococcum bychom méli zachytit z urodnych provzdusiovanych pad
jako aerobni druh, po kultivaci je z misky poznatelny charakteristicky zapach pudy.




2)
lzolace clostridii

Clostridium pasteurianum — také fixator N ale anaerobni, tvofi spory (zdufeni bunék)
Anaerobni maselné kvaseni — tvorba kys. maselné, plyny (amoniak) - zapach
Roste v sedimentu u dna zkumavky

Izolaci provadime ze zeminy s kyselou pudni reakci, v anaerobnich podminkach.
Pfitomnost nesporulujicich anaerobnich bakterii vylouéime pasteurizaci.
Organismy:

vzorky lesni zeminy ,

Média: !

MPE £.2 (M 1) s 5% glukézy (po 5 ml ve zkumavkéach)

Pomicky:

odni laze, zkumavky, zafizeni pro filtraci, pipety, sterilni parafinovy olej

Postup:

* Pfipravime pldni extrakt:

zeminu smichame s destilovanou vodou v poméru 1: 10
tfepeme alespon 10 minut

zfiltrujeme dvakrat pfes bunigitou vatu (filtrat neni zcela &iry)

% Ppasteurizujeme 15 minut pfi 75°- 80° C na vodni lazni

* Do horkého, Gerstvé pfesterilizovaného média pipetujeme pasteurizovany pudni
extrakt (1 ml) a ihned prevrstvime 1 ml sterilniho parafinového oleje

*  Kultivujeme 72 hod. pfi 30°C

Hodnoceni:

Béhem kultivace pozorujeme tvorbu plynu,

kultura ma charakteristicky zapach po kyseliné maselne,
na dné zkumavky se tvofi svétla usazenina.

Provedeme mikroskopickou kontrolu.

Klostridia je mozné izolovat z kyselé i zasadité¢ pudy, méné naro¢né. Michame 10 g zeminy
s 100 ml sterilni destilky. Dvojita filtrace = Casové oddélend ¢i provedend pies dvojity
filtracni papir. Pasterizaci pfeziji bakteridlni spory, nikoli vegetativni bufiky, néaslednou
anaerobni kultivaci_cilené zachytime rod Clostridium, protoze vykli¢i pouze jeho spory
schopné rustu v protiedi bez piitomnosti kysliku. Parafinovd zatka zajisti anaerobni
podminky, vytvoii se pak sediment a produkovany plyn nadzvedne zatku. Kontrola znamena
napf._tvorbu prepardtu ze sedimentu, kterym prokazeme klostridia diky charakteristického
tvaru bunck.




3)
Izolace celulolytickych bakterii
Podstatnou sou&asti bun&énych stén rostlinnych bunék je celuléza. V rostlinném
materialu je zpravidla doprovazena dalsimi tézko odbouratelnymi pravodnimi latkami -
hemicelulézami, ligninem, pektinovymi a tukovymi latkami.
Na jejich rozkladu se podili cela fada mikroorganismd schopnych hydrolyticky Stépit
celulézu na celobidzu a dale na-'gluk-:ﬁznué jednotky. Nejvétsi podil na téchto procesech maji

aerobni celulolytické bakterie. Jejich zastoupeni v pldé je jednim z ukazateld Grodnosti pldy. V
intenzivné obd&lavanych pldach se vyskytuji zastupci rodl Cytophaga, Cellvibrio,

Cellifalcicula, Sporocytophaga, atd. Ve slabé obdélavanych a zvlasté kyselych pudach
pfevl&dap mllr:mskoplcké houl:w_.r

Mlkrmrganismy'

Vzorky zeminy z riznych stanovist

Pomiicky:

Plastova petriho miska

Postup:

- na petriho misku dame zhruba 1 cm zeminy
- nazeminu poloZime 3 prouzky substratu: noviny, filtraéni papir, bunicina
kultivujeme 3 tydny pfi laboratorni teploté

Hodnoceni:

Rozklad celuldzy se projevi zbarvenim filtraéniho papiru a jeho postupnym
rozkladem na napadenych mistech.

Popsanou izola&ni technikou vétsinou ziskame zastupce rodl Cellvibrio a
Cellfalcicula, v nadich experimentech se projevi tvorbou Zlutého a hnédého
pigmentu, Sporocytophaga s okrovym pigmentem a Cytophaga s pigmentem
oranZovym, Eervenym nebo zelenym.

Pozn: Cisté kultury izolujeme kfizovym roztérem na syntetickém mediu s celulézou.

Celulolytické bakterie (rostouci aerobné, ale rozklad celulozy je mozny 1 anaerobné a to jejim
kvasenim!) ukazuji svym zastoupenim urodnost pudy. Celuléza je ve vod€ nerozpustny
polysacharid. V rostlinném materidlu je celuldbuza obvykle doprovazena dalS§imi obtizné
odbouratelnymi latkami, napf. hemicelulosami, pektiny, ligniny, tuky a pryskyficemi.
Celuléza je hydrolyticky Stépena celulazou na celobidozu, tento disacharid pak nasledné
celobidzou na dvé glukézy. Nejvétsi rozklad pozorujeme u buni€iny (cca 50%), méné pak
(30%) u filtratniho papiru a nejméné se rozklada (vzhledem k inhibujicimu barvivu papiru)
novinovy ¢i ¢asopisovy papir. Zeminu pod nimi je nutno navlh¢it vodovodni vodou. Rozklad
a zbarveni je mozno pozorovat po tydnu.

V intenzivné obdélavanych ptidach se vyskytuji zastupci roda Cytophaga, Cellvibrio,
Cellfalcicula, Sporocytophaga, ve sttedn¢ obdélavanych myxobakterie, ve slabé
obdélavanych ptudach a v kyselych ptidach prevladaji mikroskopické houby.




Fixace u rodu Frankia:

e

The Nitrogenase Machine

Nitrogenase reduces nitrogen
using electrons and ATP from

plant (succinate is only one
possibility). The product

Vesicles are the site of N»-
fixation in Frankia.

compounds donated by the

ammonia is most likely
excreted from the vesicle
where plant enzymes (GS)
convert it to organic nitrogen
(glutamine). (D. Benson)
(click for larger cartoon

The operation of nitrogenase.
The iron protein (Fe) takes
electrons from central
metabolism electron carriers
and transfers them to the
molybdenum iron protein
(MoFe) expending a fair
amount of ATP. N»is converted
to ammonia and the electrons in
H, are recycled by hydrogenase.
(D. Benson)

(Click for larger cartoon)
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[Mo-7Fe-9S]

nitrogenaza a Mo — Fe kofaktor




