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ABSTRAKT

PiedloZzena diplomova prace je zamétfena na produkci polyhydroxyalkanoati (PHA) u bakterie
Rhodospirillum rubrum, na porovnani divokého PHA produkujiciho (R. rubrum) a mutantniho
PHA neprodukujiciho kmene z pohledu morfologie bun¢k. Tyto bakterialni kmeny byly rovnéz
podrobeny vybranym stresim a byl u nich stanoven vliv PHA na stresovou odpovéd’ s vyuzitim
pokrocilych analytickych technik. Pouzité dva kmeny byly nejprve kultivovany za riznych
podminek, liSicich se pristupem svétla, kysliku, dobou kultivace a substratem. Poté byl
zkouman vliv kultivaénich podminek a obsahu PHA na odolnost vii¢i vybranym
stresorum — zvysené teploté, osmotickému stresu a cyklim opakovaného mrazeni. Nejprve byly
kmeny kultivovany za aerobnich podminek ve tm¢ po dobu 48 a 72 h. U téchto vzorkt byla
zkoumana Zivotaschopnost pomoci fluorescenéni sondy (propidium jodid) metodou pritokové
cytometrie a zaroven bylo zkoumano poruSeni bunék pomoci elektronové mikroskopie. Dale
byl proveden obdobny experiment, pii kterém byl divoky a mutantni kmen kultivovan
v mikroaerobnich podminkach na svétle po dobu 120 h zauéelem produkce pigmenti
(bakteriochlorofyl a a karotenoidy). Pro stanoveni extrahovanych pigmenti byla pouzita
UV-VIS spektroskopie. U obou bakterialnich kmenti byl také stanoven vliv doby a podminek
kultivace na stresovou odpovéd pomoci prutokové cytometrie a elektronové mikroskopie.
V experimentalni ¢asti prace byla potvrzena schopnost produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV)
u divokého kmene R. rubrum. Také byla potvrzena hypotéza o protektivni vlastnosti PHA
granuli pfi vystaveni mrazicim cyklim. Naopak pii vystaveni osmotickému stresu nebyla

protektivni funkce PHA prokazana.

KLICOVA SLOVA

Rhodospirillum rubrum, polyhydroxyalkanoaty, stresové faktory, pigmenty, pratokova

cytometrie, elektronova mikroskopie.



ABSTRACT

The present thesis focuses on polyhydroxyalkanoate (PHA) production in Rhodospirillum
rubrum, comparing wild-type PHA-producing (R. rubrum) and mutant PHA-non-producing
strains in terms of cell morphology. These bacterial strains were also subjected to selected
stresses and the effect of PHA on the stress response was determined using advanced analytical
techniques. The two strains used were first cultured under different conditions differing in light
access, oxygen, culture time and substrate. The effect of culture conditions and PHA content
on resistance to selected stressors - elevated temperature, osmotic stress and repeated freezing
cycles - was then investigated. First, strains were cultured under aerobic conditions in the dark
for 48 and 72 h. Viability of these samples was examined using a fluorescent probe (propidium
iodide) by flow cytometry, while cell disruption was examined by electron microscopy.
Furthermore, a similar experiment was performed in which the wild-type and mutant strains
were cultured under microaerobic conditions in the light for 120 h to produce pigments
(bacteriochlorophyll a and carotenoids). UV-VIS spectroscopy was used to determine the
extracted pigments. The effect of culture time and conditions on the stress response was also
determined for both bacterial strains by flow cytometry and electron microscopy. In the
experimental part of the work, the ability to produce the copolymer P(3HB-co-3HV) was
confirmed in a wild-type strain of R. rubrum. The hypothesis of the protective property of PHA
granules when exposed to freezing cycles was also confirmed. In contrast, the protective

function of PHA was not proven when exposed to osmotic stress.

KEY WORDS

Rhodospirillum rubrum, polyhydroxyalkanoates, stress factors, pigments, gas chromatography,

flow cytometry, electron microscopy.
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1 UVOD

Technologické zmény Vv poslednich desetileti ovlivnily vyraznym zptisobem rozvoj mnoha
odvétvi jako napt. hospodaistvi, primysl, transport, medicina, ¢i véda. Vysledky pokroku ale,
spolu s exponencialné nartstajici lidskou populaci, zacaly v poslednich letech znatelné
zatézovat prirodu a zivotni prostfedi na celém svéteé. Pravé odpady z lidskych ¢innosti, jejich
hromadéni a likvidace, predstavuji v poslednich letech celosvétovy problém. Z tohoto divodu
se V poslednich desetiletich zacaly zkoumat moznosti zlepSeni, nebo napravy zneciSténi

zivotniho prostiedi.

Jednou z moznosti, jak zabranit stale se zvySujicimu zneci§tovani zivotniho prostfedi, je
pouzivani materialli, které maji podobné vlastnosti jako petrochemické plasty, ale na rozdil od
nich jsou snadno rozlozitelné v pfirod€. Mezi takové materialy se fadi i polyhydroxyalkanoaty
(PHA), které jsou produkty metabolismu mnoha mikroorganismii. Jejich primarni funkci
u mikroorganismd, které je produkuyji, je tvorba zasob, slouzicich jako zdroj energie a uhliku a
nasledné jsou v piirod¢ rozkladany mikroorganismy na oxid uhli€ity a vodu, coz je ¢ini
biodegradabilnimi, a nedochazi k jejich hromadéni v ptirodé. Kromé biodegradability je Ize
oznacit 1 za biokompatibilni latky. I pies skute¢nost, Ze jsou klasické petrochemické plasty stale
levnéjsi nez tyto biologicky rozlozitelné materidly, se mnoho védeckych skupin hleda nové

producenty PHA, ktefi by dokézali co nejrychleji a nejefektivnéji produkovat nejenom PHA.

Pravé jednim z nadéjnych producenti PHA je i bakterie Rhodospirillum rubrum, ktera je
zajimava predevs§im svym vSestrannym metabolickym aparatem, diky kterému je schopna na
zéklad¢ rtiznych kultiva¢nich podminek produkce vice metabolitt (napt. PHA, pigmety, aj.).
Tato bakterie a jeji schopnost produkce PHA byla blize zkoumana v piedlozené diplomové
praci, zamétené na popis morfologie bunck PHA produkujiciho a neprodukujiciho kmene.
U téchto kmenti byl rovnéz stanoven vliv obsahu PHA na zakladni fyziologické vlastnosti

a stresovou odolnost bunék R. rubrum.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery hydroxyalkanovych kyselin, produkované
mikroorganismy, které si je ukladaji jako zasobni latku ve formé granuli o velikosti
od 0,2-0,5 pm. Tyto intracelularni granule slouzi mikroorganismiim jako zdroje energie
a uhliku. Casto se granule v mikroorganismech akumuluji ve vy3§i mite, jestlize se kultura
vyskytuje v prostiedi s nadbytkem uhliku a zaroven s nedostatkem dusiku ¢i fosforu. Zaroven
jejich obsah zvysSuje odolnost mikroorganismil pii stresové zatézi jako je napt. ptisobeni UV,
ptitomnost téZkych kovil, neoptimalni pH ¢i teplota, aj. Obsah PHA granuli zavisi na druhu

mikroorganismu, kdy u nékterych obsah PHA tvoii az 90 % suSiny 1].

Fyzikéalné-chemické vlastnosti PHA jsou podobné petrochemickym plastim, ale jsou navic
biokompatibilni a pIn€ biodegradabilni. Pti jejich degradaci dochézi k rozkladu na oxid uhli¢ity
a vodu, pfi cemz se na jejich rozkladu podili mikroorganismy obsahujici enzymaticky aparat
schopny degradace PHA. Pokud dochazi k degradaci za anaerobnich podminek, jsou granule

PHA rozlozeny na methan a vodu [2, 3, 4].

2.1.2 Struktura
PHA (viz. obrazek 1) se skladaji z monomernich jednotek a maji strukturu Sroubovice helixu,
ktery je stabilizovany vodikovymi mustky mezi karbonylovou skupinou jednotlivych

monomeru.

R

|
o Nt

m

O—=0

n
Obrazek 1 — Obecna struktura PHA, prevzato upraveno [5]

Podle délky tetézce monomeru Ize PHA délit na 3 skupiny. PHA s monomery skladajicimi
se ze 3-5 uhlikovych atomu se nazyvaji PHA s kratkym fetézcem, tzv. scl-PHA, mezi které
se fadi napt. poly-3-hydroxybutyrat — P(3HB), poly-4-hydroxybutyrat — P(4HB), nebo poly-3-
hydroxyvalerat — P(3HV). PHA jejichZ monomery maji 5—14 uhlikovych atomt se fadi mezi
PHA se stfedné dlouhym fetézcem, tzv. mcl-PHA a pokud obsahuje monomerni jednotka PHA

vice uhlikovych atoml nez 14, jedna se o PHA s dlouhym fetézcem, tzv. Icl-PHA. Jedny
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z nejcastéjSich monomertt PHA jsou 3-hydroxybutyrat, 3-hydroxyvalerat, 4-hydroxybutyrat,
3J. [4, 6]

2.1.2.1 Polyhydroxybutyrdt

Jak uz bylo nastinéno vySe, jeden z nejznaméjSich zastupcti PHA jsou polyhydroxybutyraty
(PHB, viz. obrazek 2), piedevsim poly(3-hydroxybutyrat, P(3HB), ktery byl jako prvni
zastupce PHA objeven v bakterii Bacillus megaterium v roce 1925 francouzskym védcem
Mauricem Lemoignem [1]. Jedna se o biopolymer skladajici se z monomernich jednotek (R)-
3-hydroxybutyratu. Jsou znamé 3 typy P(3HB) sriznym poctem 3HB jednotek.
Vysokomolekularni zdsobni P(3HB) se sklada z vice nez 10% 3HB jednotek. Dal§im typem je
nizkomolekularni ulozist¢ P(3HB), které ma 100-200 3HB jednotek (oligo-PHB). Poslednim
typem je konjugovany P(3HB) (cPHB), v némz je méné nez 30 3HB jednotek, které jsou
kovalentné vazany na proteiny. Vysokomolekularni ulozistéP(3HB) se vyskytuje u mnoha
prokaryot (Eubacteria a Archea), zatimco oligo-PHB a cPHB se vyskytuji u vSech prokaryot
a eukaryot [2].

0
—0—CH CHQ—!.'!—]T

CHs

Obrdzek 2 - Struktura P(3HB), pievzato a upraveno [7]

2.1.2.2 Vlastnosti a vliv struktury

Struktura a délka monomernich jednotek PHA znacné ovliviiuje jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou dale ovlivnény molekulovou hmotnosti PHA, které se pohybuje
mezi 50-1 000 kDa [8]. PHA jsou ve vodé nerozpustné a stabilni pii vystaveni UV zafeni.
V nativnim stavu se granule v mikroorganismech vyskytuji v amorfnim stavu, po extrakci se
stavaji vysoce krystalické a také kiechkymi Vv zavislosti na dané struktufe homo nebo

heteropolymeru PHA [9].

Jak uZ bylo zminéno vyse, struktura PHA ma velky vliv na vlastnosti samotného polymeru.
Kuptikladu scl-PHA jsou vyrazné kiehké, krystalické a maji vyS$§i termoplasticitu,
coz znamena, zZe lépe tuhnou pii ochlazovani a méknou pti vyssich teplotach [6]. Naopak mcl-
PHA jsou amorfni polymery, u kterych klesa teplota skelného piechodu se zvétSujicim

se postrannim fetézcem [6].
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P(3HB), ktery je typickym zastupcem skupiny scl-PHA, je kiehky a krystalicky
(krystalinita 70 %), s teplotou skelného piechodu 5 °C a teplotou tani 179 °C, pti¢emz jeho
degradace zacina pfi teploté 200 °C, coz byva problematické pfi primyslovém zpracovani.

P(3HB) je podobny polypropylenu (PP) v Youngové modulu pruznosti [2].

Lepsi vlastnosti, sohledem na snazSi zpracovani a aplikaci, ma kopolymer poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), P(3HB-co-3HV), viz. obrazek 3. Ten ma nizsi
krystalinitu (60 %), nez P(3HB), diky ¢emuz je vice elasticky a mén¢ tuhy. Jeho teplota tani
odpovida 145 °C a teplota skelného prechodu ¢ini -13 °C. Se zvySujicim se poctem 3HV

jednotek v kopolymeru se zvySuje jeho taznost, coz z n&j déla moznéhokonkurenta PP [10].

0]
, |
|

O——CH——CH;—C—]

0

CHy—CH,——C

[o CHa

n m

CH,
Obrazek 3 — Struktura P(3HB-c0-4HB), prevzato a upraveno [7]
Dalsim vyznamnym kopolymerem P(3HB) je kopolymer poly(3-hydroxybutyrat-co-4-
hydroxybutyrat), P(3HB-c0o-4HB), viz obrazek 4.

0

O——CH—CH,—C

O==C

[ —_—
O TH CHz In |

m

CHs CoHsg
Obrdzek 4 — Struktura P(3HB-co-3HV), prevzato a upraveno [7]

Zabudovanim 4HB monomeru do struktury dochazi k vyssi mife degradace in vivo ve srovnani
s jinymi PHA, coZ zvySuje biokompatibilitu materidlu a tim 1 lepSi vyuziti v praxi, zejména
v medicin¢). P(3HB-c0-4HB) s riznym obsahem 4HB monomeru vykazuje Sirokou $kalu
mechanickych vlastnosti od vysoce krystalickych bioplastl (nizsi procentudlni obsah 4HB), po
materialy podobné elastomernimu kaucuku (vysoky procentualni obsah 4HB). V tabulce 1 jsou
uvedeny zakladni vlastnosti P(3HB), PP, P(3HB-c0-4HB), P(3HB-co-3HV) [11].
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Tabulka 1 — Mechanické viastnosti P(3HB), P(3HB-co-4HB), P(3HB-c0o-3HV) a PP, prevzato
a upraveno [12], [13]

Mechanické vlastnosti | P(3HB) | P(3HB-co-4HB)* | P(3HB-co-3HV)** PP
Bod tani, Tm[°C] 179 159 145 170
Teplota skleného

4 -15 -13 -10
prechodu, Ty [°C]

Youngtiv modul [GPa] 3,5 - 1,2 1,7

Pevnost v tahu [MPa] 40 24 32 34,5

Taznost [%] 5 242 50 100-600

* kopolymer o slozeni 90 mol. % 3HB a 10 mol. % 4HB
** kopolymer o slozeni 80 mol. % 3HB a 20 mol. % 3HV

2.1.3 Biosyntéza PHA

Mikroorganismy zacinaji syntetizovat PHA v momenté, kdy maji dostatek uhlikatého zdroje,
ale zaroven jsou limitovany zdrojem biogennich prvku jako je dusik, fosfor, hot¢ik, nebo sira.
V takovém ptipadé dochazi v cytoplazmé k syntéze PHA granuli, které potom slouzi
mikroorganismim jako zdroj energie, nebo uhliku [14]. Vyuzitim metod elektronové
mikroskopie bylo ur¢eno, Ze in vivo jsou P(3HB) granule potazeny svrchni vrstvou, ktera se lisi
od struktury stfedu polymeru. Donedavna vSak nebylo zndmé ptesné slozeni tohoto povrchu
granuli a bylo stfedem mnoha diskuzi v literatufe. Predpokladalo se, Ze povrch P(3HB) granuli
se sklada z lipidické monovrstvy, ve které jsou inkorporovany proteiny [2]. Dalsi teorie slozeni
povrchové vrstvy P(3HB) granuli pfedpokladala, Ze povrch P(3HB) je slozen ze 3 vrstev, kdy
jsou 2 bilkovinné vrstvy oddéleny vrstvou fosfolipidickou [15]. Nicméné piedpokladana
ptitomnost fosfolipidii v membrané P(3HB) granuli byla vyvracena Bresan a spol. Tento tym
prokazal, ze P(3HB) granule u ptirodnich producenti neobsahuji zddné fosfolipidy a skladaji
se pouze z proteinu, které oddé€luji hydrofobni jadro P(3HB) granuli od hydrofilniho prostiedi
cytoplazmy [16]. Metabolicka draha syntézy scl-PHA (viz. obrazek 5) se sklada ze tii reaket,
které jsou katalyzovany enzymy 3-ketotiolazou, acetoacyl-CoA reduktazou a P(3HB) syntazou.
Jako prekurzory slouzi acetyl-CoA, hydroxybutyryl-CoA, nebo hydroxy-valeryl-CoA. Prvni
reakci je Claisenova kondenzace dvou acetyl-CoA. Tato reakce je katalyzovana enzymem
3-ketothiolazou a vysledny produkt je acetoacetyl-CoA, ktery je nasledné¢ redukovan
acetoacetyl-CoA reduktazou na R-3-Hydroxybutyryl-CoA. Posledni krok syntetické drahy
je polymerizace P(3HB) syntazou, ktera katalyzuje pireménu R-Hydroxyutyryl-CoA
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na monomer P(3HB) odstranénim koenzymu A. Soubé&zné se syntézou P(3HB) probiha

I samotna degradace P(3HB) pomoci P(3HB) depolymeraz (viz. nasledujici kapitola 2.1.4) [17].

’— PHB -synteti cka draha j : ’7 PHB rozkladna drdha —‘

Substrat

v

Acetyl-CoA+Acetyl CoA

3-ketoticlaza :
&7 CoA-SH +  Acetoacetyl-CoA syntaza

Acetyloacetyl CoA : Acetyloacetat
NADH+H' :
Acetoacetyl-CoA t NADP™

reduktéza : NADH +H ™
R-3-Hydroxybutyryl Cod E N
: NAD

PHB syntdza MCCA-SH . PHR depolymerdza

PHB - > R-3-Hydroxybutyrat

Obrdzek 5 — Schéma syntézy a biodegradaceP(3HB), prrevzato a upraveno [17]

2.1.4 Biodegradace PHA

Jak uz bylo zminéno vysSe v kapitole 2.1.1, jedna z vlastnosti zvyhodnujici PHA oproti
klasickym petrochemickym plastim, je pravé jejich biodegradabilita neboli rozlozitelnost
pomoci bakterii, hub, ¢i dalsimi mikroorganismy. PHA lze rozkladat za acrobnich i anaerobnich
podminek umoznuje-li to prostfedi, ve kterém mikroorganismy rostou. Degradaci PHA
za aerobnich podminek vznikd oxid uhli¢ity svodou, za podminek anaerobnich
jsou PHA degradovany na methan. Nejlépe se PHA rozkladaji v ptdé ¢i kompostu s vyssi
relativni vlhkosti, kdy se doba degradace PHA pohybuje Vv rozmezi nékolika mésicu.
Naopak v mofi zabere degradace i n€kolik let. Dal$im faktorem, hrajicim roli pfi degradaci
PHA, je jeho samotné slozeni. Se zvySujici se slozitosti, délkou a komplexnosti PHA fetézce
se snizuje intenzita degradace. Roli v rychlosti degradace hraje i mira krystalinity, ktera také
zhorsSuje degradaci. Vliv narychlost degradace mai molekulova hmotnost polymeru, kdy plati,

ze rychlost degradace klesa se zvySujici se molekulovou hmotnosti polymeru [15, 18, 19].

Mikroorganismy jsou schopné degradovat PHA pomoci intraceluldrnich a extracelularnich
depolymeraz hydrolyzuji esterovou vazbu v polymerech. Jejich pisobenim vznikaji ve vodé

rozpustné oligomery a monomery. Tyto depolymerazy se liS§i zejména svou substratovou
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specifitou, kdy intraceluldrni depolymerdza S$tépi pouze amorfni PHA a extracelularni

depolymerazy jsou schopné degradovat pouze krystalické PHA.[18, 20].

Spole¢nym znakem intercelularnich a extracelularnich depolymeraz je schopnost hydrolyzovat
esterové vazby PHA pouze v (R)-konfiguraci. Obecné jsou tyto depolymerazy
nizkomolekuldrni enzymy s vysokou stabilitou vici teploté, iontové sile, nebo hodnoté pH,

nicméné jejich pH optimum se nachazi v rozmezi pH 7,5 — 9,8 [21] .

Jak muzete vidét na obrazku 5, samotna degradace scl-PHA se sklada, podobné jako syntéza,
ze 3 enzymaticky katalyzovanych krokl. Prvnim z nich je vySe zminéna hydrolyzaP(3HB)
pomociP(3HB) depolymerazy na R-hydroxybutryryl-CoA. Nasleduje reakce s R-3-
hydroxybutyrat dehydrogenazou, kdy vznika acetoacetat, ktery se miize vratit do metabolismu
syntézyP(3HB) pomoci acetoacetyl-CoA syntdzy. Acetoacetyl-CoA syntdza je enzym,

katalyzujici zafazeni CoA do acetoacetatu za vzniku acetoacetyl-CoA [17].

2.1.5 Vyuziti v praxi

PHA jsou diky svym mechanickym vlastnostem (viz. podkapitola 2.1.2.2), které se podobaji
petrochemickym plastim, jednim z moznych materidli budoucnosti. Vzhledem k vysoké
variabilité¢ PHA diky riznému slozeni a procentudlnimu zastoupeni jednotlivych monomernich
jednotek maji PHA ruzné fyzikalné-chemické vlastnosti. Diky témto vlastnostem je potom
mozné jejich vyuziti takika ve vSech pramyslovych odvétvich. Maji velky potencial
pro aplikace v mnoha formach jako napi. obalové materialy, nanovlakna, mulCovaci folie
Vv zemédélstvi, biopaliva ¢i material vyuzitelny v biomediciné a v tkanovém inzenyrstvi
(napt. ve form¢ scaffoldit). Nevyhodou téchto materiala je jejich cena, ktera je vyrazné vyssi
nez cena podobnych vyrobkl z petrochemickych plastl, nebo jinych typti pouzivanych

biokompatibilnich materiala [22].

2.2 Rhodospirillum rubrum

Rhodospirillum rubrum (viz. obrazek 6) je G™ nesirna bakterie, ktera je schopna chemotrofniho
ristu ve tmé za pfitomnosti kysliku, nebo fototrofniho riistu v prostfedi bez kysliku. Jedné
se 0 mezofilni organismus s teplotnim optimem vrozmezi 25-30 °C a optimalnim
pH mezi 6,8-7,2. Tato bakterie se nejcastéji vyskytuje ve sladkovodnich stojatych i tekoucich
vodach, miZe se vSak vyskytovat i v bahné, nebo v odpadnich vodach. Je také Castym
modelovym mikroorganismem pro zkoumani regula¢nich drah fixace dusiku a pfemény

svételné energie na energii chemickou [23, 24].
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2.2.1 Struktura a vlastnosti

Bakterialni kmen Rhodospirillum rubrum patii mezi spirochety o Sifce 0,8-1,0 um a délce
3-10 um a je schopny fotoautotrofniho, fotoheterotrofniho i fotomixotrofniho ristu. Tato
bakterie vytvari mnohovrstevné vnéjsi obaly, které se skladaji z nenasycenych i nasycenych
tukd. Uvnitf bunky se nachazeji specializované intracelularni membrany (ICM), neboli
chromatofory, zplostélé disky obsahujici cholin-fosfolipidy, kardiolipin a galaktosyl
diglyceridy a také elektron transportni fetézec, ktery zahrnuje cytochromy, flavin a pyridinové

nukleotidy [23, 24].

Chromatofory obsahuji dale karotenoidy a bakteriochlorofyl, které bakterie vyuziva pfi
fotosyntéze. Bakteriochlorofyl absorbuje svételné zafeni v rozmezi 800960 nm, coZ je jiné
svételné spektrum nez chlorofyl, vyskytujici se v rostlinach, ktery absorbuje zateni v rozmezi
450-475 nm [25, 26]. V aerobnim prostiedi, kdy kyslik inhibuje fotosyntézu, je bakterie
Rhodospirillum rubrum bezbarva. Naopak v anaerobnim prostiedi, kdy probiha anoxygenni
fotosyntéza, ma bakterie vyraznou purpurové Cervenou barvu, jelikoz dochazi k aktivaci

pigmentt (bakteriochlorofyl, spiriloxantin, aj.) v chromatoforech [27].

Obrazek 6 — Rhodospirillum rubrum, prevzato a upraveno [28]

Jak bylo naznaceno v pfedchozi kapitole, Rhodospirillum rubrum je fakultativni anaerobni
bakterie. Je-li v prostfedi ptitomen kyslik, tento bakterialni kmen se uchyluje k aerobnimu
dychani, kdy vyuziva elektron transportniho fetézce s NAD*/NADH jako primarniho pfenasece

elektroni [29]. Pfi anaerobnim dychani jsou alternativnimi akceptory elektroni
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dimethylsulfoxid, nebo trimethylaminoxid. Tyto akceptory umoziuji Rhodospirillum rubrum
vyuzivat sukcinat, malat nebo acetat jako substrdt pro rist. Nicméné dimethylsulfoxid
a trimethylaminoxid se ukazaly byt stejné efektivni jako kyslik pouze z 33-41 % z hlediska
pfemény energiec [30]. Rhodospirillum rubrum je také schopna anoxygenni fotosyntézy,
pii které neprodukuje kyslik ale vodik. Tento typ fotosyntézy je inhibovan ptitomnosti
kysliku [29].

U Rhodospirillum rubrum byla nedavno prokazana i odolnost vic¢i radioaktivité. Pfi vystaveni
subletalni davce gama zafeni kobaltu-60 byly v bakterii zaznamenany markerové geny
specifické pro ionizujici zafeni. Exprese téchto genti se zvySovala po uplynuti urcité doby
od vystaveni danému gama zafeni. Tato schopnost Rhodospirillum rubrum vytvati prostor
pro dalsi vyzkum, ktery by mohl vést k novym objevim na poli aplikované radiacni

rezistence [27].

2.2.2 Metabolismus

Jak uZz bylo nastinéno vySe, Rhodospirillum rubrum je fakultativné anaerobni
mikroorganismus, schopny pfezit za aerobnich i anaerobnich podminek. Jsou-li Zivotni
podminky aerobni, bakterie vyuziva aerobni respiracni fetézec. V ptipad¢ anaerobnich
podminek vyuziva fotosyntézu, kdy findlnim akceptorem elektronti neni kyslik ale sira. Déle je
bakterialni kmen Rhodospirillum rubrum schopny fixovat dusik na amoniak pomoci
enzymatického proteinového komplexu nitrogendzy a také umi oxidovat oxid uhelnaty, kdy je

finalnim produktem metabolismu vodik [23, 24, 29].

2.2.2.1 Anoxygenni fotosyntéza

Anoxygenni fotosyntéza je fotosyntéza probihajici bez pfitomnosti kysliku (v anaerobnim
prostiedi), pficemz i finalni akceptor elektronti nebyva kyslik. V ptipadé¢ Rhodospirillum
rubrum je finalnim akceptorem sira, jak uz bylo zminéno v ptedchozich kapitolach.

Organismy schopné tohoto druhu fotosyntézy maji jako primarni pigment bakteriochlorofyl.
Pfi¢emz neoxiduji vodu, ale vyuzivaji napft. siru, vodik, ¢i organické zdroje jako redukéni
¢inidlo (sirné bakterie vyuzivaji siru jako redukéni ¢inidlo, Rhodospirillum rubrum jako nesirna
bakterie vyuziva vodik). Kromé bakteriochlorofylu obsahuje Rhodospirillum rubrum také

karotenoidni barviva (napfi. rhodopsin, lykopen atd.) [31, 32].

Na obrazku 7 lze vidét oba typy reakénich center, vyuZivané pii anoxygenni fotosyntéze. Jeden
Z hlavnich rozdilti mezi reakénim centrem typu I, které vyuzivaji zelené sirné bakterie (GSB),

a purpurovymi bakteriemi, které vyuzivaji typ II reakéniho centra, spociva v absorpci svétla.
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Reakéni centrum typu I (obrazek 7B) absorbuje svétlo o vinové délce 840 nm, naopak
Vv reakénim centru typu Il (obrazek 7A) dochdzi k absorpci pfi vinové délce 870 nm. Dalsi
odli$nosti jsou primarni akceptory elektroni. GBS vyuzivaji chlorofyl a fylochinon jako
primarni akceptory elektronii, a poté, misto chinond, vyuzivaji kaskadu Fe-S proteint, které

ptrenasi elektrony prostfednictvim ferrodoxinu a ferrodoxin-NADP+ reduktazy na NAD [32].

Elektronovy transport

Anoxygenni fototrofni bakterie (AFB) pouzivaji typI, nebo typ II reakéniho centra.
Rhodospirillum rubrum se fadi mezi Proteobacteria, takze vyuziva typ II reak¢éniho centra,
které Ize vidét na obrazku 7A. Po dopadu fotonti na toto reak¢ni centrum je svételna energie
fotonli zachycena svétlosbérnymi komplexy a pfenesena do dimeru bakteriochlorofylovych
molekul, tzv. pigmentu P870. Po excitaci P870 (absorpci svétla o vinové délce 870 nm) dojde
k ptenosu elektronu do bakteriochlorofylu (BChl), ktery je primarnim akceptorem elektronu.
Z n¢j se elektron prenasi na bakteriofytin (BPh), ze kterého putuje elektron na primarni

ubichinonovy akceptor (QA) (viz. obrazek 7A a obrazek 8). [31, 32].

Z QA je elektron dale piesunut na sekundarni ubichinonovy akceptor (QB), ktery z cytoplazmy
piijiméa dva elektrony a dva protony a nasledné je ptesouva do posledniho ubichononového
poolu (QP). Redukovany QB je nasledné reoxidovan cytochromovym komplexem bcy
(Cyt bcy), z kterého se elektron pfesouva na cytochrom c2 (Cyt C2), ktery reoxiduje P870.
Po pohlceni dvou fotonti reakénim centrem, dochazi k extracelularnimu pienosu 4 protont,
které jsou vyuzity pro syntézu ATP. ATP je syntetizovano v momenté, kdy dojde ke zvyseni
koncentrace protonti v mezimembranovém prostoru, kam proudi skrze komplex Cyt bci.
konformace ATP syntdzy. Tato zména zplsobi otevieni kandlu v transmembranové casti
enzymu a protony za¢nou proudit zpét dovnitf po koncentraénim spadu. Timto proudénim
se rozto¢i hlava ATP syntazy a za¢ne syntéza ATP [33]. Zatimco elektrony nahromadéné v QP
vytvateji zpctny tok elektront proti termodynamickému gradientu pomoci protony pohénéné
energie smérem k NADH  dehydrogendze, kde dochdzi ketvorbé = NADH
z NAD™ (viz. obrazek 8) [34, 35].
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Obrazek T - Schéma elektronového transportu u anoxygenni fotosyntézy, prevzato a upraveno [32]
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Obrdazek 8 - Schéma anoxygenni fotosyntézy a jejiho sprazeni v tvorbou ATP, prevzato
a upraveno [35]

Calvin-Benson-Basshamiiv cyklus (CBB)

Jak jiz bylo zminéno v Kkapitole 2.2.1, Rhodospirillum rubrum je bakterie schopna
fotohetertrofniho, fotoautotrofniho i fotomixotrofniho rastu. Proto vyuziva Calvin-Benson-
Basshamtv cyklus, b&éhem kterého dochazi k fixaci oxidu uhli¢ittho CO2 b&hem
fotoheterotrofniho ristu jak fototrofnich, tak i fotoheterotrofnich organismii. Bylo prokézano,
ze u kultur, které nemély dostatek enzymu Rubisco, doSlo k nahromadéni nadbytku
intracelularniho reduktantu (ribul6zy-1,5-bisfosfatu), coz naznacuje, Ze CBB cyklus je dllezity

pfi udrzovani redoxni rovnovahy [36].
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Jak mtzete vidét na obrazku 9 Calvin-Benson-Basshamuiv cyklus zacina zaclenénim 3 molekul
CO2 do 5 uhlikaté molekuly ribuldzy-1,5-bisfosfatu (RuBP) pomoci enzymu Rubisco a ATP
za vzniku Sesti 3 uhlikatych molekul 3-fosfogylceratu (3PG). Ty jsou nasledné fosforylovany
na 1,3-bisfosfoglycerat (1,3-BPG), ktery je poté za oxidace NAPDH na NADP+P; redukovan
na glyceraldehyd-3-fosfat (G3P). Jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfatu (G3P) odchazi
Z cyklu jako uhlikaty zdroj a zbylych 5 molekul je pomoci triozafosfatizomerazy izomerizovano
na dihydroxyaceton-fosfat (DHAP). Odtud je mozné dihydroxyaceton pieménit
fruktozabisfosfat aldolazou na Sestiuhlikatou fruktozu-1,6-bisfostat (FBP),
nebo na sedmiuhlikatou sedoheptulozu-1,7-bisfosfat (S7P). Fruktoza-1,6-bisfosfat je dale
redukovéna na xylulozu-5-fosfat (X5P), kterd je ribuldza-5-fosfat epimerazou epimerizovana
na ribuldzu-5-fostat (RSP). Ta je za spotieby jedné molekuly ATP fosforylovana na ribulozu-
1,5-bisfosfat (RuBP). Mezitim sedoheptuldza-1,7-bisfosfat (S7P) je sledem redukénich reakei
také pfeménéna na ribuldzu-5-fostat (R5P) a potom fosforylovana na ribulozu-1,5-bisfosfat

(RuBP), ktera se vraci na zacatek celého cyklu [36].

€O, + H,0

Fosforibulokinaza Rubisco

ATP

Ribuléza-5-fosfit Ribdza-5-fosfat izomeraza ADP

epimeraza Fosfoglyeerit

R5P | Transketolaza kinaza

t Sedoheptuléza-1,7-bisfosfatiza

SDpP
Fruktiza-bisfosfat aldolaza

Tridzafosfitizomeraza
DHAP | s

NADPH

NADP+P,

Glyeeraldehyd-3-fosfit
dehydrogeniza

Transketolaza

Fruktoza- bisfosfat aldola
Fruktoza-hisfosfatiza rutoza- isfostat aldotaza

Obrazek 9 - Schéma Calvin-Benson-Bassham cyklu, prevzato upraveno [36]. RUBP — ribuléza-1,5-
bisfosfat; 3PG — 3-fosfoglycerat, 1,3-BPG — 1,3-bisfosfoglycerat; G3P — glyceraldehyd-3-fosfat;
DHAP — dihydroxyacetonfosfat, SDP — sedoheptuloza-1,7-bisfosfat; S7P — sedoheptuléza-T-fosfat,
E4P — erytroza-4-fosfat;, FBP — fruktoza-1,6-bisfosfat; F6P — fruktoza-6-fosfat;, RSP — riboza-5-fosfat;
X5P — xyluloza-5-fosfat; RuSP — ribuloza-5-fosfat; RuBP — ribuloza-1,5-bisfosfat
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2.2.2.2 Fixace dusiku

Jak bylo vtextu jiz opakované uvedeno, bakterie Rhodospirillum rubrum je vyjimeéna
metabolickou vsestrannosti, kdy je schopna i fixace vzdusného dusiku. Fixace dusiku je proces
katalyzovany komplexem nitrogendzou, pii kterém je dusik ve formé N2 redukovan na
amoniak NHa, ktery je vyhodn&jsim zdrojem dusiku pro bakterie. Rhodospirillum rubrum
a Rhodobacter capsulatus maji molybden-nitrogenazu (Mo-nitrogenazu) a zaroven disponuji

I Fe-nitrogenazou [37, 38].

Fixace dusiku je proces (viz. obrazek 10), kdy dochazi k redukci dusiku N> na amoniak NH3
za spotfeby minimalné 16 molekul ATP. Zarovent béhem tohoto procesu vznika také vodik H»
a Vv piipad¢, ze bakterie nemaji k dispozici N2, dochazi pouze k redukci protoni na Ha.
Tato schopnost je v poslednich letech zkoumana jako mozna cesta k produkci

vodikovych paliv [38].

Fixace dusiku je regulovana faktory jako napf. obsah amoniaku, molybdenu, Zeleza, kysliku
a svétla. Na regulaci se také podili regulaéni proteiny jako dvou slozkovy systém NtrB-NtrC,
transkrip¢ni aktivator NifA, aj. Pfi limitaci amoniakem NtrB fosforyluje NtrC, ktery néasledné
aktivuje expresi NifA, a dalSich genli vazanych na proces fixace dusiku, které aktivuji Mo a Fe-

nitrogenazovou expresi [37].

Nitrogenazovy komplex

Dinitrogenaza Dinitrogenaza
reduktaza

ATP H* N,

ADP . /
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$

X))

Palivo

Obrazek 10 - Schéma fixace dusiku, prevzato a upraveno [39]
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2.2.3 Asimilace riznych substrati

Na zaklad¢é metabolické vSestrannosti bakterialniho kmene Rhodospirillum rubrum, byly kromé
detailn¢ popsaného metabolismu dusiku, provedeny u této bakterie i studie metabolismu
tékavych mastnych kyselin, a to pfevazné acetatu, ktery vznikd pii fermentacnich procesech.
Katabolismus acetatu se kona prostfednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA).
Pti vyuziti acetatu jako kultivacniho substratu je dulezité, aby byly do TCA dopliovany
ctyfuhlikaté kyseliny. Tyto C4 slouceniny se za normalnich okolnosti dopliuji diky
glyoxalatovému cyklu, nicméné Rhodospirillum rubrum patii mezi bakterie, které nejsou
tohoto cyklu schopny, protoze nema isocitrat-lyazu. Glyoxalatovy cyklus je u ni tedy nahrazen

citratmalatovym cyklem, nebo ethylmalonyl-CoA drahou (EMC) [40, 41] .

Citratmalatovy cyklus, ktery lze vidét na obrazku 11, zacind kondenzaci acetyl-COA
S pyruvatem za vzniku citratmalatu. Ten je nasledné pfeménén na mesakonat, ze kterého
vznikne mesakonyl-CoA. Z mesakonylu-CoA vznikne B-methylmalyl-CoA, ktery je potom
rozlozen na glyoxylat a propionyl-CoA. Propionyl-CoA je poté karboxylovan pomoci
propionyl-CoA karboxylazy na methylmalonyl-CoA, ktery je pfeménén na sukcinyl-CoA a n¢j
vznikne oxalacetat spomoci ¢asti TCA cyklu. Oxalacetit je dekarboxylovan
na fosfoenolpryruvat, ze kterého s pomoci pyruvatkindzy vznikd pyruvat. Ten je nasledné

regenerovan na acetyl-CoA [40].
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Obrazek 11 — Citratmaldatovy cyklus: 1. acetyl-CoA, 2. pyruvat, 3. citratmalat, 4. mesakonat, 5.
mesakonyl-CoA, 6. S-methylmalyl-CoA, 7. propionyl-CoA, 8. glyoxylat, 9.methylmalonyl-CoA,
10. sukcinyl-CoA, 11. oxalacetat, 12. fosfoenopyruvat, pievzato upraveno [42]

Naopak pti ethylmalonyl-CoA draze, kterd je znazornéna na obrazku 12, dochéazi nejprve
ke kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Ten je nasledné
pifeménén pies (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na krotonyl-CoA, ktery je karboxylovan krotonyl-
CoA karboxylazou na (2S)-ethylmalonyl-CoA. Tato sloucenina je pomoci ethylmalonyl-
CoA/methylmalonyl-CoA  epimerazy pieménén na (2R)-ethylmalonyl-CoA, ktery
je ethylmalonyl-CoA mutazou pieveden na (2S)-methylsukcinyl-CoA. A ten je poté
dehydrogenazou oxidovan na mesakonyl-CoA, ktery je mesakonyl-CoA hydratazou pfeménén
na B-methylmalyl-CoA, ktery se déli na glyoxalat a propionyl-CoA. Glyoxylat poté kondezuje
s tieti molekulou acetyl-CoA za vzniku malatu, zatimco propionyl-CoA je ptes sukcinyl-CoA

ptreveden na sukcinat, ktery je nasledné pteveden na druhou molekulu malatu [41].
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Obrazek 12 — Schéma ethylmalonyl-CoA drahy, prevzato a upraveno [43]
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Jako dalsi mozny uhlikaty zdroj pro Rhodospirillum rubrum se ze skupiny mastnych kyselin,
fadi butyrat, ktery je bakterii zpracovavan za fotoehetertrofnich podminek. Da se predpokladat,
ze prvni krok asimilace butyratu je jeho aktivace, pti které vznikne butyryl-CoA. Tato aktivace
je pravdépodobné pohanéna enzymem acetyl-CoA hydrolaza, ktery byl pti kultivaci na butyratu
detekovan ve zvySeném mnozstvi. Vznikly butyryl-CoA je nésledné¢ oxidovan butyryl-CoA
dehydrogendzou za vzniku krotonyl-CoA. Ten je nasledné preménén na acetyl-CoA.
Pfi této reakci vznika jako meziprodukt (S)-3-hydroxybutyryl-CoA, ktery je 3-hydroxybutyryl-
CoA dehydrogenazou oxidovan na acetoacetyl-CoA. Tato latka je poté rozstépena
na 2 molekuly acetyl-CoA. Vysledky studii také prokazaly, ze pii asimilaci butyratu
a jeho konverzi na acetyl-CoA dochézi k uplatnéni anaplerotickych drah, které dopliuji
meziprodukty do TCA cyklu. Dale bylo zjisténo, ze do asimilace butyratu je pravdépodobné
zapojena i biosynteticka draha aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (izoleucin, leucin
a valin). Pfi rstu na butyratu byla totiz pozorovana zvysSena aktivita enzymu, které se podileji
nasyntéze i degradaci  L-valinu a L-izoleucinu  (a-pyruvatoxidoreduktaza a  f-

pyruvatoxidoreduktaza) [44, 45, 46].

2.2.4 Zasobni latky

Vzhledem k zadanému tématu diplomové prace, je tato kapitola v ramci zasobnich latek
zaméeiena pouze na polyhydroxyalkanoaty, které slouzi bakteriim jako zasobarna uhliku
a energie v piipadé jeho nedostatku. V posledni dob¢ se dostal do popiedi védeckého zajmu
vyzkum produkce PHA z CO, prostfednictvim fotosyntézy sinic, ¢i rostlin, jelikoz tyto
organismy nepotiebuji uméle dodavat vyznamna mnozstvi uhlikového zdroje ve formé cukru,
¢i rostlinnych olejt, jako klasi¢ti producenti PHA. Purpurové bakterie jsou také schopny
fotosyntézy (viz. kapitola 2.2.2.1) a mezi fotosyntetizujicimi organismy se fadi mezi dobré
producenty PHA [47]. PHA produkce byla popsana u mnoha sladkovodnich purpurovych
bakterii jako jsou Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter spaeroides, Rhodobacter capsulatus
a Allochromatium vinosum. Naopak produkce PHA pomoci motskych purpurovych bakterii je

V porovnani se sladkovodnimi nizka. [39].

Biosyntéza PHA u purpurovych bakterii probiha dle metabolické drahy, ktera byla jiz popsana
v kapitole 1.3. Existuji ¢tyfi typy enzymu PHA syntazy, tfidy I — IV. PHA syntazy tiidy I a II
jsou slozeny z jedné podjednotky o molekulové hmotnosti mezi 60—70 kDa. Ttida III je sloZzena
ze dvou podjednotek PhaC a PhaE a tiida IV obsahuje také dvé podjednotky a to PhaC a PhaR.
Bylo prokazano, ze velka ¢ast nesirnych purpurovych bakterii, véetné Rhodospirillum rubrum,

obsahuje PhaC tidy I, tudiz tvofenou jednou podjednotkou [48, 49].
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Moiské purpurové sirné bakterie, jako napt. Thiohalocapsa marina, jsou schopné produkovat
pouze homopolymer P(3HB), zatimco moiské nesirné purpurové a sladkovodni purpurové
bakterie jako napi. Rhodovulum sulfidophilum, nebo Rhodospirillum rubrum, dokazi
produkovat kopolymer P(3HB-co-3HV). Rozdil v produkci téchto dvou skupin bakterii
vyskytuji [39, 50]. Pravé purpurové nesirné bakterie jsou v posledni dobé ¢asto vyuzivany
Vv oblasti prumyslové aplikace pii vyrobé bioplasti, pigment, nebo i biomasy. Pro optimalizaci
vynost téchto biotechnologickych procest je zapotiebi prozkoumat a pochopit asimilaci

jednotlivych uhlikovych zdrojti [51].

Mezi slibné uhlikové zdroje se fadi i tékavé mastné kyseliny (VFA — ,volatile fatty acids®),
jelikoz jsou levnym a snadno dostupnym zdrojem uhliku. Jednim z ¢asto zkoumanych zastupcti
této skupiny je kyselina octova, ktera je vysledkem fermentacnich procest, a proto byl popis
jeji asimilace sou¢asti mnoha vyzkumu. V soucasné dob¢ je jiz prokazano (studie Janssen
a Harfoot), ze Rhodospirillum rubrum vyuziva pro fotoasimilaci acetatu alternativni cestu
ethylmalonyl-CoA, ktera je popsana v kapitole 2.2.3, protoze nema gen pro isocitrat-lyazu.
Mezi jeden z Casto zkoumanych VFA se fadi i valerat, ktery je také produktem fermenta¢nich
procest. Na rozdil od napt. kyseliny octové, u kter¢ je jiz znamy princip asimilace, u valeratu

nebyl zatim ptesny princip asimilace u Rhodospirillum rubrum popsan [51].

Vyzkum Bayon-Vincente a spol. prokazal, ze pritomnost hydrogenuhli¢itanovych iontu
je nezbytna pro asimilaci valeratu. Pfi pfidani valeratu a hydrogenuhli¢itanovych ionti
do kultiva¢niho média byl vyrazné urychlen rust Rhodospirillum rubrum, oproti kultivaci
bez hydrogenuhli¢itanovych iontli, coZ naznacuje vyznamnou roli té€chto iontd pii asimilaci
valeratu a podporie rastu Rhodospirillum rubrum. Kultivace této bakterie, ktera probihala pouze
na valeratu méla vyznamny vliv, konkrétn€ na zvySeny obsah proteinti (stresové proteiny, alkyl-
hydroperoxid reduktdza, acetyl-CoA C-acetyl transferdza, aj.) spojenych se zvladanim stresu
aredoxni homeostazy. A soucasné¢ bylo zaznamenano niz$i mnozstvi PHA-depolymerazy,

ktera degraduje PHA, nez v prostiedi obsahujici sukcinat jako uhlikaty zdroj [51].

2.3 Polyhydroxyalkanoaty a stresova odpovéd’ bakterii

Bakterie jsou v ptirodé neustale vystavovany ruznym stresovym faktorim jako je nedostatek
zivin, kolisajici teplota okoli, pfitomnost té¢Zkych kovl v prostiedi, nebo zvySené UV zafeni.
Z téchto divodi se U nich vyvinula celd fada adaptivnich a protektivnich mechanismt vici

stresim vnéjs$iho okoli. Kromé adaptace povrchu bunék (tvorba extracelularnich bariér, aj.),
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nebo tvorby enzymu, aminokyselin, ¢i pigmentll se mezi tyto ochranné mechanismy fadi

I syntéza a akumulace PHA granuli [52].

2.3.1 UV zafeni

UV zafeni patii k nejbéznéj$im, ale zaroven je i jednim z nejvice Skodlivych faktort, kterym
jsou mikroorganismy neustale vystavovany. Existuji rizné druhy UV zafeni. UV-C zafeni
0 vlnové délce 100-295 nm je pohlcovano ozonovou vrstvou Zemé. Na jeji povrch ale dopada
zateni UV-B o vlnové délce 295-320 nm, které Vv piipad¢ absorpce mikroorganismy muze
zpusobit fatdlni zmény v jejich DNA. Kromé téchto nezddanych zmén UV zafeni zplsobuje
I tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), které poskozuji DNA, RNA, proteiny, anebo lipidy.
Proto si mikroorganismy vyvinuly celou fadu ochrannych mechanismu, které je pred timto
druhem stresu chrani, jako jsou produkce rtznych pigmenti (bakterioruberin, melanin,
scytonemin, aj.), aminokyselin, enzymut (fotolydza, glykoly4dza, nebo endonukleédza,

ey een

které opravuji jiz poskozenou DNA), nebo akumulace PHA granuli. [53].

Ochranny G¢inek PHA pted UV zafenim byl prokazan u bakterie Azospirillum brasilense, kdy
neobsahovaly. Dale byl ochranny ucinek PHA granuli prokazan také u bakterii Cupravidus
necaator H16 a Pseudomonas extremaustralis, nebo u geneticky modifikované E. coli, kde bylo
prokédzéano, ze ochranny u¢inek PHA granuli je postaven na rozptylu UV zareni, ¢imz je snizena
celkova absorpce UV zafeni bakterialni buiitkou. Snizenim absorpce dopadeného zéteni
se omezi napt. mnozstvi intracelularniho ROS, nebo pocet fatalnich zmén v DNA, ¢i RNA,

zpusobenych UV zafenim [53, 54].

2.3.2 Osmoticky stres

V ptirodé jsou vykyvy osmolarity velice ¢astym jevem. Pti zvySeni extracelularni osmolarity
Vv hypertonickém prostiedi dochazi k indukci transportu vody z bunék, coz zptisobuje naruseni
integrity plazmatické membrany a dochézi tak k plazmolyze (osmotické ztraté vody u bunky
nachézejici se v hypertonickém prostiedi). V ptipadé, Ze jsou buiiky vystavené hypotonickému
prostiedi, voda je rychle transportovana do bunék. ZvySenym piijmem vody opét zplsobi
naruseni integrity plazmatické membrany a jeji poskozeni miize zpisobit az tzv. hypotonickou
lyzi, pti které je poskozena cela bakterialni buika. Z tohoto divodu mikroorganismy disponuji

mechanismy, které je pted takovym typem stresu chrani [55, 56].

Na priklad u bakterialniho kmene Cupravidus necator H16 jsou nativni PHA granule vyuzivany

ke stabilizaci bunééné membrany. Princip tohoto protektivniho mechanismu se zaklada
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na amorficit¢ PHA intracelularnich granuli (viz podkapitola 1.4), diky které jsou bakterie
schopné granulemi zaplnit mezery v poskozené plazmatické membrané vytvoiené béhem
plazmolyzy [56]. Nepifimym dikazem o ochranné funkci PHA pted osmotickym tlakem je
I skute¢nost, Ze fada halofilnich bakterii, jako napi. Haloferax meierranei, Halogeometricum
borinwuense, nebo Halomonas halophila akumuluje zna¢né mnozstvi PHA. Bylo zjisténo,
ze pii vystaveni osmotickému Soku u bakterii, které neobsahovaly PHA granule, doslo
ke zvySeni mortality. Pouze 2 % bunék téchto bakterii byla schopna si udrzet bunécnou
strukturu. Naopak kultury, obsahujici PHA granule, mély vyS$s$i pocet viabilnich buné¢k
(7,5 % viabilnich bunék) [55].

2.3.3 Teplotni stres

Vykyvy teplot jsou dalS§im castym stresovym faktorem bézné se vyskytujicim v prirode napt.
v zavislosti na zmén€ ro¢niho obdobi. I ztohoto divodu si mikroorganismy vyvinuly
protektivni mechanismy, které je chrani pfed ndhlymi zménami teplot. V ptipadé zvySeni
teploty nad optimalni teplotu daného mikroorganismu dojde k denaturaci proteinti, bunééné
stény, nebo enzymu. U bakterie Cupravidus necator H16 bylo prokazano, ze 3-hydroxybutyrat
(3HB), ktery je produktem degradace P(3HB) (viz podkapitola 1.4), hraje protektivni roli
U enzymu lipaza pii zahtivani. Za nepiitomnosti 3HB zacal tento enzym denaturovat pii 49 °C,
zatimco v pritomnosti 1000mM 3HB zacala denaturace lipazy az pii 53 °C. Pfitomnost 3HB
tak zvysila teplotni maximum, pfi kterém byla lipadza aktivni. Tyto ochranné U¢inky 3HB

se zvySovaly s jeho koncentraci (byl pouzit 3HB o koncentracich 50mM a 100mM 3HB) [58].

Protektivni vlastnost PHA granuli byla rovnéz pozorovana u bakterialniho kmene
Herbaspirillum seropedicae, kdy byla syntéza PHA aktivovana az po vystaveni bunék
teplotnimu $oku 45 °C (optimalni teplota H. seropediace je v rozmezi 30-34 °C). Naopak
mutantni kmen H. seropediace, ktery nebyl schopny produkovat PHA, byl mnohem nachylngjsi
k poskozeni vlivem zvysené teploty. Pouze 20 % bunék mutantniho kmene zistalo viabilnich,

zatimco u divokého kmene zustalo viabilnich 80 % bunék [59].

Nicméné bylo potvrzeno, ze vyskyt PHA granuli v bunikach neslouZi u bakterii jen jako ochrana
proti vysokym teplotdm, ale byl prokdzan i jejich kryoprotektivni ucinek. K vystaveni
podminkam pod 0 °C je reakce prokaryotickych bun€k vétsinou pasivni, coz zptisobuje tvorbu
ledovych krystalt. S riistem ledu se koncentrace rozpusSténych latek v médiu vylucuje
do zmensujiciho se objemu rozpoustédla, coz vyvolava osmoticky stres, jehoz ucinek byl

popsan v kapitole 2.3.2. Tento jev se nazyva tzv. ,mrazova dehydratace a je jednim
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Z negativnich dusledkti zamrazeni bunck, které nejsou chranéné kryoprotektanty. Dalsi
Skodlivy mechanismus zamrazovani je tvorba intracelularniho ledu, ktery muze poskodit

membrany ¢i organel [60].

Vyznamnym faktorem ovliviiujici poSkozeni zptisobené pii zamrazovani bun¢k, je samotna
rychlost zamrazovani. V piipadé nizké rychlosti zmrazeni dochazi k extracelularni tvorbé
krystalti ledu, pfi ¢emz odtok vody z buinky zistdva dostate¢ny pro udrzeni chemické
rovnovahy. Také rozsah vnitrobunééného podchlazeni ziistdva minimalni. Naopak pii rychlém
zmrazeni dojde k rozsdhlému podchlazeni uvniti bunék, coZ vede ke zmrazeni intracelularni
vody. Pti takovém zmrazeni muze také dochazet ke tvorbé reaktivni formé kysliku tzv. ROS,
které dale poskozuji buniky. Na zaklad¢ téchto vlivi si mikroorganismy vyvinuly mechanismy,
jako adaptace slozeni plazmatické membrany, syntéza antioxidac¢nich enzymi, akumulace
trehaldzy, ¢i pravé produkci a akumulaci PHA [52, 60, 61]. Kryoprotektivitu PHA granuli
podporuje i fakt, ze u bakterii Pseudomonas extremaustralis a Shingopyxis chilensis, Zijicich
v extrémné chladnych podminkéach (vyskytuji se na Antarktid€), byl rovnéz prokazan vyskyt
PHA granuli. Stejné€ jako u vysokych teplot byla prokdzana ochranna funkce 3HB 1 u teplot
nizkych u bakterie Cupravidus necator H16 [62, 63].

2.3.4 Pritomnost tézZkych kovi

Tézké kovy jako kadmium, chrom, olovo, méd’, rtut’, stéibro, nebo arsen se v uré¢itém mnozstvi
vyskytuji v pfirodé, pievazné ve form¢ mineralti. Nicméné pisobenim lidské c¢innosti
se vV poslednich letech zaCaly v prostfedi objevovat castéji a ve vySsi koncentraci
napt. Z odpadnich vod z priimyslovych kozeluzen. Tézké kovy svou pfitomnosti znecCist'uji
zivotni prostfedi hlavné diky faktu, ze se v pifirodé¢ bioakumuluji a nerozkladaji se. Toxicita
tézkych kovl vyvolava negativni u¢inky na mikroorganismy, kterd se odviji od biologickeé
dostupnosti tézkého kovu a absorbované davce. Toxicita tézkych kovi zahrnuje nékolik
mechanismi fatdlnich plsobeni jako je naruSeni enzymatickych funkci (inhibice funkce
enzymu vytvofenim inaktivniho komplexu), destrukce iontové regulace, ovlivnéni tvorby DNA
a proteini, nebo mohou zpisobit i tvorbu ROS. Chrom akadmium vyvolavaji oxidacni
poskozeni, denaturaci bunék a zplsobuji mutagenezi. Naopak méd’ zptsobuje tvorbu ROS,
které vazné poskozuji cytoplazmatické molekuly, DNA, a lipidy. Rtut’ zplisobuje denaturaci
proteind, inhibuje funkci enzymu a rozrusuje bunéénou membranu. Také olovo inhibuje funkci
enzymu a naruSuje transkripci. Zatimco stiibro vyvolava lyzi bungk, inhibuje bunéény rist

a arsen inaktivuje enzymy [64].
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Mezi ochranné mechanismy mikroorganismu proti toxickému vlivu tézkych kovii se fadi tvorba
extracelularni bariery, extracelularni sekvestace a aktivni transport kovovych iontl
do extracelularniho prostfedi, nebo intracelularni sekvestrace a redukce kovovych ionti.
Objevily se i ptipady, kdy byl zaznamenan ochranny u¢inek PHA granuli. Konkrétné u bakterie
Cupriavidus taiwanensis byla prokazana za optimalnich podminek (kultivace v LB médiu)
odolnost vici kadmiu (Cd) do koncentrace SmM. Pti kultivaci v LB médiu, které obsahovalo
glukonat sodny jako dodatecny zdroj uhliku dosSlo ke zvyseni produkce PHA. A zaroven
se zvysila odolnost C. taiwanensis vici kadmiu na koncentraci 7mM. Lze tedy usoudit,
Ze se zvySujici se koncentraci PHA granuli, se zvySuje i tolerance vici tézkym kovim (v tomto
ptipadé¢ kadmia) [65]. Pfi¢emz u bakteridlniho kmene Azospirillum brasilense bylo
zaznamenano zvy$eni produkce PHA v piitomnosti méd’natych iontf (0,1 mM Cu?*), kdy byla
produkce PHA 1,6 signifikantné¢ vyssi (39 % obsahu suSiny) nez u kontrolnich kultur

bez pritomnosti méd’natych iontt (24 % obsahu susiny) [66].

2.3.5 Ocxida¢ni stres

Kyslik je prvek, ktery tvoti 21 % vzduchu na Zemi a také se fadi mezi prvky s nejvysSSim
zastoupenim na Zemi. Kviili jeho ptfitomnosti v zemské atmosféfe si museli mikroorganismy
vyvinout mechanismy pifed potencidlnim nebezpecim Skodlivych vedlejSich produkta
metabolismu kysliku. V aecrobnim oxida¢nim metabolismu totiz dochazi ke tvorbé ROS. Mezi
takto produkované formy ROS se fadi napt. superoxid (O?) a peroxid vodiku (H202). Diky
ptitomnosti ROS Vv buiikkach dochazi k poSkozeni struktury nukleovych kyselin, bazi
coz muze vést az k bunécné smrti. Jako ochrana pted t€émito Skodlivymi slou¢eninami slouzi
hlavné enzymy oznaCované jako superoxid dismutdzy (SOD), které preméiuji superoxid
na kyslik a peroxid vodiku. Dal$imi enzymy, které mikroorganismy chrani pfed ROS jsou
kataldzy a peroxidazy, které odstranuji vznikly peroxid vodiku. Koncentrace ROS uvnitf bunék
mize byt zvySena 1 vlivem okolniho prostfedi napt. vlivem UV zafeni, pfi rychlém zmrazeni

nebo pusobenim tézkych kovi, jak jiz bylo zminéno v piedchozich kapitolach [67].

Byla prokazana i protektivni vlastnost PHA granuli proti oxida¢nimu stresu, a to u bakterialnich
kment Azospirillum brasilense a Aeromonas hydrophla, kde byla prokazana vétsi odolnost
u PHA produkujicich kmeni viici ROS. Ochranna fuknce PHA granuli pfed oxida¢nim stresem
byla také potvrzena faktem, ze se u bakterie Cupravidus necator H16 v pfitomnosti peroxidu
vodiku zvysila produkce PHA 0 30 % [54]. Dale byl u AphaC1 mutantniho bakterialniho kmene

Herbaspirillum seropedicae zkouman vliv absence PHA pti zvladani oxida¢niho stresu a bylo
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potvrzeno, Ze pii absenci PHA byl negativni vliv oxida¢niho stresu zvySeny a zaroven byla
ovlivnéna exprese mnoha gent regulujicich metabolismus bakterie jako napt. regularoru Fnr,

ktery se podili na expresi cytochromu-c v dychaci fetézci [68].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Mikroorganismy, chemikalie, piistroje

3.1.1 Mikroorganismy

V této praci byla pouzita bakterie Rhodospirillum rubrum ze sbirky z Leibnizova institutu, ¢islo

sbirky DSM 467.
3.1.2 Pouzité chemikalie

e Aceton (Sigma-Aldrich)

e LB Broth (Sigma-Aldrich)

e Biotin (Sigma-Aldrich)

e BODIPY (eBioscience)

e D-fruktéza (Lach-Ner)

e Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner)
e Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner)
e Dihydrat molybdenanu sodného (Lach-Ner)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
e Etanol absolutni (Sigma-Aldrich)

e Heptahydrat siranu hore¢natého (Lach-Ner)
e Heptahydrat siranu zeleznatého (Lach-Ner)
e Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)

e Hydroxid sodny (Lach-Ner)

e Chlorid amonny (Lach-Ner)

e Chlorid draselny (Lach-Ner)

e Chlorid nikelnaty (Lach-Ner)

e Chlorid sodny (Lach-Ner)

e Chlorid vapenaty (Lach-Ner)

e Chloroform (Sigma-Aldrich)

e Isopropylalkohol (Lach-Ner)

e Kyselina borita (Penta)

e Kyselina benzoova (Sigma-Aldrich)

e Kiyselina chlorovodikova 37% (Penta)

e Kyselina sirova (Sigma-Aldrich)
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e Lecitin (Sigma-Aldrich)

e Metanol pro plynovou chromatografii (Sigma-Aldrich)

e MOPS (Sigma-Aldrich)

e Oxid osmicely (Sigma-Aldrich)

e Peroxid vodiku 30% (Fluka)

e Propidium jodid (eBioscience)

e Sodna sul kyseliny etylendiamintetraoctové (Lach-Ner)

e SYTOX™ Blue Dead Cell Stain for flow cytometry (Thermo Fisher)
e Tris(hydroxynetyl)aminometan (Lach-Ner)

e Trihydrat octanu sodné¢ho (Penta)

e Yeast extract Powder (HiMedia)

3.1.2.1 Média a roztoky

R. rubrum bylo kultivovano v komplexnim médiu LB Broth a dale v produkénim médiu

SYN FAY.

Slozeni LB Broth*:
=  Trypton 109
= Kvasni¢ny extrakt 59
= NaCl 50
= Destilovana voda 1000 ml

* Pozn. — pro kultivaci na Petriho miskach byl do média p¥idan agar (1,7 g/l).

SloZeni SYN média:

=  SYN salts (5x) 200 ml
= KoHPO4/KH2PO4 0,5 ml
= Biotin 0,1 ml
= Destilovana voda 1000 ml

Slozeni SYN salts (5x):

= MgSOs - 7TH20 1,259
= MOPS 10,59
= NH4CI 59

= CaClz - 2H0 0,66 g
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= NiCl; 5 ml
=  Roztok FeMo chelated 50 ml

= Destilovana voda 1000 ml

Chelatovy FeMo roztok:

= H3BO3 0,28 ¢

= NaEDTA 29

= FeSOq 044

* Na:MoO4 0,1¢g

* Destilovana voda 1000 ml

Komplexni uhlikovy substrat

* 1,5 M roztok fruktozy 10 ml
* 1M roztok acetatu 10 ml
= Kvasni¢ny extrakt (50 g/l) 20 ml

= Destilovana voda 1000 ml
Fosfatovy pufr (PBS)

= NaCl 8¢

= KCI 0,29

= NayHPO; - 12H,0 13,86 g

= KH,PO4 0,24 ¢

= Destilovana voda 1000 ml

Fosfatovy pufr (pH = 7,4)

= NaH2PO, - 2H,0 1,76 g
= NaHPO; - 2H,0 6,89 ¢
= Destilovana voda 1000 ml

3.1.2.2 Priprava médii

Pii ptipravé komplexniho LB Broth média byly vSechny navadZené slozky rozpusténé
V pozadovaném obsahu destilované vody za pomoci magnetické michacky. Dale bylo médium

rozdéleno po 100 ml do 500 ml Erlenmeyerovych banék, které byly poté sterilizovany.

Pii ptipravé produkéniho SYN FAY média byl nejprve pripraven roztok SYN salts v odmérné
barnce. Dale bylo upraveno pH SYN salts roztoku na hodnotu 7,1 pomoci 1M roztoku NaOH.
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Poté bylo pfipraveno SYN médium, které obsahovalo komplexni uhlikaty substrat (FAY)

jako zdroj uhliku. Pozdg&ji byl pii experimentech komplexni uhlikovy substrat nahrazen 1M

roztokem acetdtu sodné¢ho V takovém mnozstvi, aby jeho vyslednd koncentrace v médiu

dosahovala 100, 200, 300 a 400 mM. Sterilni roztok biotinu byl do média pfidan sterilné pted

zaockovanim kultury v laminarnim boxe.

3.1.3

Pouzité pristroje

Analytické vahy ew 620-3NM, KERN

Centrifuga Hettich EVA20, MANEKO

Centriguga Sartorius Weender Landestrasse, Sigma Santorius

Fluorescencnim mikroskop MicroTime 200

Jednotka pro mrazovou sustituci AFS2, Leica Microsystems, Viden, Rakousko
Jednotka pro vysokotlaké mrazeni EM ICE, Leica Microsystems, Videni, Rakousko
Magnetick4 michacka bez ohfevu technoKartell, MERCI s.r.o

Nanofotometr P 300, Implen

Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300 (kolona DB-WAX 30 m
by 0,25 mm)

pH metr pH 50+ DHS, XS Instruments

Prutokovy cytometr NL-2000 Cytek Biosciences, Cytek Flow Cytometry Product
Predvazky EW 620-3NM, Kern

Skenovaci elektronovy mikroskop Helios G4 HP, ThermoFisher Scientific, MA,
USA, (vybaveny STEM3+ detektorem)

Skenovaci elektronovy mikroskop Megallan 400/L, FEI, Hillsboro, OR, USA
(vybaveny kryostolkem)

Termoblok Block heater SBH130D, Stuart

Temperovana ttepacka, Heidoplh, Icubator 1000

Ultramikrotom UTC 7, Leica Microsystems, Viden, Rakousko

UV-VIS Spektrofotometr Hitachi U-3900H s integra¢nim nastavcem 60mmDIA
Vortex BENCHMIXER. Benchmark Scientific Inc.

Vakuovi ptipravnd komora ACE 600, Leica Microsystems, Viden, Rakousko

Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

34



3.2 Kultivace Rhodospirillum rubrum

Rhodospirillum rubrum i jeho mutantni kmen (Rhodospirillum rubrum Aphacic2) byly
kultivovany nejprve na Petriho miskdch na médiu LB Broth, na které byly zaockovany
z kryozkumavky. Misky byly inkubovany ve tmé pii teploté 30 °C po dobu 4 dni. Poté byly
kultury pteockovany do 500 ml Erlenmeyerovych bangk, obsahujicich 100 LB Broth média.
Tyto kultury (inokula) byly kultivovany v temperované tiepacce po dobu 2—3 dnti pii 160 rpm
a teploté 28 °C. Nasledné byly kultury pteockovany do produkcéniho 100 ml SYN média
V Erlenmeyerovych baiikach o objemu 500 ml. Do média bylo napipetovano takové mnozstvi
kultury, aby byla pocate¢ni opticka hustota 0,1 (A=660 nm). Tato kultivace poté probihala
48 hodin pii 160 rpm a teploté 28 °C.

3.2.1 Rustova krivka

Pro rustovou kiivku bylo pfipraveno 14 Erlenmeyerovych banék se 100 ml SYN média, které
obsahovaly komplexni uhlikaty substrat (FAY), nebo 1M roztok acetatu o findlni koncentraci
100, 200, 300 a 400 mM. Do téchto medii byl naockovan takovy objem inokula, aby byla
pocate¢ni opticka hustota 0,1 (A=660 nm). Kultivace probihala v temperované tiepacce
pii 160 rpm a teploté 28 °C po dobu 6 dni, béhem kterych byla méfena opticka hustota a byly
provadény odbéry biomasy v ¢asovych intervalech 24, 32, 48, 72, 82, 96 a 120 hodin.

3.2.2 Mikroaerobni kultivace

Mikroaerobni kultivace Rhodospirillum rubrum i jeho mutantniho kmene (Rhodospirillum
rubrum Aphacic) probihala ve 100 ml Erlenmeyerovych barnkach, které obsahovaly SYN FAY
médium. Do téchto medii byl naockovan takovy objem inokula, aby byla pocatecni opticka
hustota 0,1 (A=660 nm). Kultivace probihala za piimého svétla, bez pohybu po dobu 5 dnt.
Po ukonceni kultivace byly odebrany vzorky pro vybrané analyzy. Obdobnym zpiisobem byla
provedena i mikroaerobni kultivace v SYN médiu, které obsahovalo jako zdroj uhliku roztok

1 M acetatu o finalni koncentraci 100 mM.

3.3 Stanoveni mnoZstvi biomasy

3.3.1 Spektrofotometrické stanoveni mnoZstvi biomasy
Optické hustota byla mé&fena pomoci spektrofotometru, jako blank byl pouzit LB Broth/PBS.
Byl odebran 1 ml kultury do plastové kyvety a nasledné méteni optické hustoty probihalo

pfi vlnové délce 660 nm.
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3.3.2 Gravimetrické stanoveni mnoZstvi biomasy

Z Erlenmeyerovych banc¢k bylo odebrano 10 ml biomasy do centrifugacnich zkumavek,
které byly centrifugovany 6 minut pii 5000 rpm. Po centrifugaci byl slit supernatant. Zkumavky
byly promyty 5 ml PBS, jejich obsah byl homogenizovan pomoci vortexu a byla provedena
druhé centrifugace za stejnych podminek (6 minut, 5000 rpm). Po ukonceni druhé centrifugace
byl supernatant opét slit a zkumavky byly umistény do susarny, kde byly vzorky vysuseny do
konstantni hmotnosti. Po vysuseni byly vzorky zvazeny a byla zpétn¢ vypocitana koncentrace

biomasy v ptvodnich vzorcich v g/l.

3.4 Stanoveni obsahu PHA pomoci plynové chromatografie s FID detektorem

Mnozstvi PHA bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie s plamenoionizacnim
detektorem (FID). Byly stanovovany methylestery ziskané pomoci kyselé hydrolyzy polymeru

a naslednou esterifikaci vzniklého monomeru.

3.4.1 Priprava vzorki

Z biomasy piipravené dle kapitoly 3.3.2 bylo navazeno 8-10 mg suSené biomasy do
krimpovacich vialek. Do vialek byl napipetovan 1 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifika¢ni
smési, ktera obsahovala 15 % hm kyseliny sirové v methanolu a 5 mg/ml vnitiniho standardu,
kyseliny benzoové. Vzorky byly poté esterifikovany v termobloku po dobu 3 hodin pfi teploté
94 °C. Po esterifikaci byly vzorky prottepany v 0,5 ml 50 mmol/l roztoku hydroxidu sodného,
pii¢emz doslo k odd¢leni organické (spodni) a vodné faze (horni). Z organické (spodni faze)
bylo odebrano 50 ul do Sroubovaci vialky, ktera obsahovala 0,9 ml isopropylalkoholu. Vialka
byla uzaviena, jeji obsah byl protiepan a vzorky byly poté analyzovany pomoci plynové

chromatografie s FID.

3.5 Stanoveni viability bakterialnich bunék pomoci priitokové cytometrie

Pro stanoveni viability bakterialnich bun¢k byla pouzita metoda prutokova cytometrie,
coz je metoda, pti které dochazi k analyze chemickych i fyzikalnich vlastnosti analyzovanych
bungk pfi prichodu laserem. Vyhoda této metody je analyza na urovni jedné bunky vlivem

hydrodynamické fokusace.

3.5.1 Priprava vzorki

Do Eppendorfovy zkumavky byl odebran 1 ml bakterialni kultury, ktera byla centrifugovana
po dobu 5 minut pti 6000 rpm. Poté byl odlit supernatant a sediment byl rozsuspendovan v 1 ml

PBS pufru. Takto pfipraveny vzorek byl ziedén tak, aby obsahoval pfiblizné 10° bungk.
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K natedénému vzorku byla ptidana vybrana fluorescen¢ni sonda a nédsledovala inkubace vzorku
ve tm¢. Po inkubaci byl vzorek analyzovan pomoci prutokového cytometru NL-2000 Cytek

Biosciences. Méteni vzorku bylo nastaveno na 10 000 analyzovanych bungk.

3.5.2 Optimalizace fluorescen¢nich sond

Pro optimalizaci vybranych fluorescen¢nich sond byly piipraveny dva typy vzorkd. Prvni
vzorek byl tvofen zivou kulturou a druhy obsahoval mrtvou kulturu. Vzorky obsahujici mrtvou
kulturu byly piipraveny inkubaci kultury ve vodni lazni o teploté 80 °C po dobu 60 min. Takto
ptipravené vzorky byly nasledné pfipraveny k analyze pratokovym cytometrem postupem
uvedenym v kapitole 3.5.1. Po proméfeni vzorkti obsahujicich pouze Zivou nebo mrtvou
kulturu byla pfipravena sada vzorkil obsahujici rizny pomér zivych a mrtvych bun¢k (1:4,
1:1 a 4:1). Tyto vzorky byly také jednotlivé inkubovany s fluorescen¢nimi sondami a nasledné

analyzovany pritokovym cytometrem.

3.5.2.1 Propidium jodid

Propidium jodid je interkala¢ni ¢inidlo, znacici mrtvé bakterie, u kterych se interkaluje do jejich
DNA, zatim co viabilni bakterie jej aktivné vylucuji mimo buiiku. Propidium jodid je excitovan
pii vinové délce 488 nm a jeho emisni spektrum se pohybuje okolo 695 + 35 nm. Propidium
jodid (PI) byl pouzivan ve formé roztoku o koncentraci 1 mg/ml v destilované vod¢. Do vzorku

ziedéné bakterialni kultury o objemu 1 ml a nésledovala analyza pritokovym cytometrem.

3.5.2.2 SYTOX™ Blue Dead Cell Stain

SYTOXTM Blue je podobné jako propidium jodid interkala¢ni ¢inidlo, které se vaze na DNA
mrtvych bungk tak, Ze pronika do bunék s poskozenou bunéénou sténou. Naopak u viabilnich
bunék neni schopna proniknout dovniti buiiky diky neporusené bun&éné sténg. SYTOX™ Blue
je excitovan pti vinové délce 405 nm a jeho emisni spektrum je pii vinové délce 408 nm. Sonda
SYTOXTM Blue byla dodédna vyrobcem ve form¢ 1 mM roztoku, ve kterém byl jako
rozpoustédlo pouzit dimethylsulfoxid. Tento roztok byl uchovavan v mrazicim boxe za teploty
—20°C. Po ohtati na laboratorni teplotu byl do pfipraveného vzorku bakterialni kultury o objemu
1 ml napipetovan 1 ul sondy SYTOX™ Blue a probéhla za laboratorni teploty inkubace ve tmé

po dobu 5 minut. Po inkubaci néasledovala analyza na priatokovém cytometru.
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3.6 Priprava vybranych stresi

3.6.1 Teplotni stres

Do Eppendorfové zkumavky byl odebran 1 ml kultury a centrifugovan po dobu 5 minut
pii 6000 rpm. Poté byl ze vzorku odlit supernatant a sediment byl rozsuspendovan v 1 ml PBS
pufru. Nasledn¢ byla zkumavka vlozena do vodni lazné€ o teploté¢ 50 °C po dobu 10, 30
a 60 minut. Poté byly vzorky vyjmuty z vodni lazn¢ a po jejich vychladnuti byly nafedény PBS
pufrem byly inkubovany s fluorescencni sondou (PI) a nasledné probéhla analyza
na pratokovém cytometru. Obdobnym zplsobem byly pfipraveny vzorky, které byly

inkubovany ve vodni 1azni pfi teploté 80 °C.
3.6.2 AkKkutni stres 20 % ethanolem

Do 10 ml centrifuga¢ni zkumavky bylo odebrano 5 ml kultury, ktera byla centrifugovana
pii 6000 rpm po dobu 5 minut. Po stoceni byl slit supernatant a sediment byl rozsuspendovan
v 20 % roztoku ethanolu (v PBS) a vzorek byl inkubovan po dobu 15 a 30 minut pii teploté
28 °C v temperované tfepacce v 50 ml Erlemeyerové bance pii 160 rpm. Kontrolni vzorek byl
piipraven obdobnym zptisobem s tim rozdilem, Ze sediment byl rozsuspendovan v PBS pufru.
Nasledné byl odebran 1 ml vzorku, ktery byl pfipraven pro analyzu na prutokovém cytometru

podle postupu popsaném v kapitole 3.5.1.

3.6.3 Osmoticky stres

Do 10 ml centrifuga¢ni zkumavky bylo odebrano 10 ml kultury, kterd byla centrifugovana
po dobu 5 minut pii 6000 rpm. Poté byl supernatant a sediment rozsuspendovan v PBS pufru,
ktery obsahoval NaCl o koncentraci 50 g/l, 100 g/l a 200 g/l. Kontrolni vzorek byl
rozsuspendovan pouze v PBS pufru. Takto ptipravené vzorky byly inkubovany na temperované
tiepacce vV 50 ml Erlenmeyerovych bankach pii 160 rpm pii teploté 28 °C po dobu 120 h.
Po ukonceni inkubace byl odebran 1 ml kultury, ktera byla ptipravena k analyze na priitokovém

cytometru dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1.

3.6.4 ZamraZeni a rozmrazeni

Byl odebran 1 ml kultury do Eppendorfové zkumavky, ktera byla centrifugovana pti 6000 rpm
po dobu 5 minut. Po ukonceni centrifugace byl ze vzorku odlit supernatant a sediment byl
rozsuspendovan v 1 ml PBS pufru. Nasledné byl vzorek vlozen do mraziciho boxu, ve kterém
byla nastavena teplota na —20 °C. Vzorky byly takto ulozeny po dobu 20 minut. Poté byly

vyjmuty a rozmrazeny pii laboratorni teploté. Nasledné byl vzorek pouZit pro analyzu pomoci
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pritokové cytometrie a ostatni vzorky byly vlozeny zpét do chladiciho boxu na dobu 20 minut.
Tento postup byl opakovéan ve 4 cyklech. Po ukonceni cyklu byl vzorek pfipraven k analyze

podle postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.

3.7 Stanoveni morfologickych zmén pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Vzorky byly méfeny metodou FLIM (fluorescence life-time imaging), ktera byla realizovana
na konfokalnim fluorescen¢nim mikroskopu MicroTime 200. K méfeni byl vyuzit objektiv
S vodni imerzi UPLSAPO s 60nasobnym zvétSenim. Zdrojem zateni byl zvolen laser o vinové
délce 470 nm ve vertikalni polarizaci s frekvenci 40 MHz. Dle zvoleného laseru bylo vybrano
dichroické zrcadlo z470/635rpc. K méfeni fluorescence daného vzorku byl vyuzit band-pass
emisni filtr 520/35 od Semrock, ktery také eliminoval signal z Ramanova rozptylu pouzitého
rozpoustédla. Emitované zatfeni proSlé konfokalni Stérbinou pinhole bylo pak sbirano
na detektoru SPAD 2 (Single Photon Advanced Diodes). Nastaveni méfeni, samotné méteni

a vyhodnoceni probihalo v softwaru SymPhoTime 64.

3.7.1 Priprava vzorki na méieni

Vzorky byly znaceny fluorescen¢ni sondou Bodipy, ktera je excitovana pii 488 nm a jeji emisni
spektrum je v 535+ 35nm. Koncentrace sondy ve vzorku byla vzdy fadové 10°mol/l.
Po ptidani sondy byly vzorky ponechany 5 az 10 minut ve tm¢. Na kryci sklicko bylo nejprve
napipetovano 25 az 30 ul a k zafixovani vzorku na sklicko byl vyuzit 2% roztok agar6zy.

Po ztuhnuti agarozy byl vzorek ihned zméten.

Vzorky fixované na krycim sklicku byly uchopeny do specialni drzak, které pak byly umistény
na objektiv s vodni imerzi. Pies klasicky opticky mikroskop bylo nejdiive nalezeno vhodné
misto k méfeni a vzorek byl co nejvice zafokusovan. Pies konfokalni fluorescenéni mikroskop
byl proveden xy sken s maximalni velikosti obrazku 80%80 um. RozliSeni obrazku bylo nejprve
nastaveno na 150x150 pixelt. Dale bylo zapotiebi nastavit dwell time, tedy ¢as, po kterém
budou sbirdny informace z jednoho pixelu. Pro prvotni zamétfeni ve vzorku neni nutné
nastavovat detailni rozliSeni, proto tato volba pixelli, a proto byl i dwell time staZen
na minimalni hodnotu, ktera byla v softwaru pro tato méteni nabidnuta. Po ziskani xy skenu
mohlo dojit ke dvéma situacim. Pokud doslo k dobrému zaostieni pies opticky mikroskop,
mohl byt dale proveden detailni sken, 500x500 pixeld, pfipadné byl vybran vyiez v tomto skenu
na napt. shluk bun€k nebo naopak samostatnou burku, k ziskani detailniho obrazku. Pokud byl
ale obrazek rozosteny, bylo potieba provést skeny v roviné xz (respektive yz) a pomoci nich

lépe zaosttit na vzorek, resp. rovinu meéfeni. Detailni méfeni pak bylo provedeno stejné, jak
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bylo popsano vyse. Samotné méfeni i pfiprava vzorkll byla provedena pani Ing. Martinou

Havlikovou.

3.8 Stanoveni morfologickych zmén pomoci elektronové mikroskopie

Pro sledovani morfologickych zmén zptisobenymi vybranymi stresy (zvySena teplota, 4 cykly
zamrazeni a rozmrazeni a osmoticky stres) byly kromé prutokové cytometrie pouzity také dve
metody elektronové mikroskopie, a to kryogenni skenovaci a skenovaci transmisni elektronova
mikroskopie. Elektronovy mikroskop vyuziva k ozateni vzorku elektronového svazku na rozdil
od svételného mikroskopu, ktery vyuziva svételného zareni fotonii. Pomoci elektronového
mikroskopu Ize dosahnout lepsiho rozliSeni a také vyssiho zvétSeni a zaroven lze ziskat detailni

informace o drsnosti, morfologii, rozdilech ve sloZeni, vnitini struktute vzorku, aj. [69].
3.8.1 Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie (kryo-SEM)

Pti skenovaci elektronové mikroskopii je pozorovan povrch vzorku a obraz je tvoieny
sekundarnim signdlem, tzn. odraZzenymi nebo sekundarnimi elektrony. Diky tomu je SEM
povazovan na nepfimou metodu. Vyhodou této metody je vysokd ostrost obrazu, které¢ dodava
2D snimkiim urcity 3D aspekt. Kromé sekundarniho signalu ve formé odrazenych
a sekundarnich elektront také vznika pii analyze rentgenové zafeni, Augerovy elektrony, nebo
katodoluminiscence. Tyto faktory také nesou uréité informace o pozorovaném vzorku.
Pti vyuziti mrazovych (kryo) metod je vyhodou rychlost ptipravy, zachovani celkové struktury
vzorku tak, aby co nejvice odpovidala nativnimu stavu. Také je mozné nahlédnuté do vnitini

struktury vzorku pii pouziti metody mrazového lamani [69].

3.8.1.1 Priprava vzorki

Vzorky po ptisobeni vybranych strest, pfipravené dle postupt uvedenych v kapitole 3.7, byly
nejprve koncentrovany centrifugaci (5 min pfi 6000rpm) a poté naneseny na 0,2 mm stranu
6 mm hlinikového nosice typu A. Ten byl piikryt nosi¢em typu B a vzorek byl zamrazen
za zvySeného tlaku pomoci ptistroje EM ICE. Nasledovalo pieneseni vzorku do vakuové
ptipravné komory ACE 600, kde byl vzorek podroben mrazovému lamani a sublimaci (7 min
pii —95°C) proodhaleni vnitfnich struktur buiky. Nasledné byl vzorek pfenesen
do elektronového mikroskopu Megallan 400/L, vybaveného kryostolkem, a bylo provedeno
pozorovani vzorkl pfi —120 °C a pofizovani snimki. Piiprava i meéfeni vzorkid probihalo

pod odbornym vedenim Ing. Katefiny Mrazové na Ustavu piistrojové techniky AV CR.
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3.8.2 Skenovaci transmisni elektronova mikroskopie (STEM)

Pti skenovaci transmisni elektronové mikroskopii (STEM) je svazek elektronti soustiedén
do velmi uzkého paprsku a je skenovan pies vzorek bod po bodu, pti¢emz pro kazdy jednotlivy
bod (pixel) jsou proslé elektrony detekovany pod riznymi uhly rozptylu [70, 71, 72]. Vyhoda
snimki potizenych pomoci STEM spociva ve vyssi ostrosti a soucasné je zachovan vyvazeny
kontrast a nizky Sum na obrazu. Dalsi vyhodou této metody je moznost pozorovani vzorki
za pouziti nizkého napéti, diky ¢emuz neni nutné vzorky kontrastovat tézkymi kovy (uran
a olovo) a zaroven se snizuje riziko neostrého obrazu zplsobené¢ho chromatickou aberaci.
Nevyhodami této metody jsou méné pohodIné pofizovani snimkt z divodu vyssiho poskozeni
vzorku paprskem napt. kontaminaci uhlikem, nebo ztrdtou hmoty. Zasadni roli pii zobrazovani
hraje vhodné zvoleny detektor proslych elektrond (v naSem piipadé byl pouzit detektor
STEM3+) [73, 74].

3.8.2.1 Priprava vzorki

Vzorky po ptisobeni vybranych strest, pfipravené dle postupti uvedenych v kapitole 3.6, byly
nejprve koncentrovany centrifugaci a poté naneseny na 0,2 mm stranu zlatého nosice 0 velikosti
3 mm, jehoZ povrch byl oSetfen 1% roztokem lecitinu v chloroformu. Tato povrchova tprava
umoznila nasledné snadnéjsi odd¢leni vzorku od povrchu nosice. Poté byly vzorky zamrazeny
za zvyseného tlaku pomoci pfistroje EM ICE. Nasledné byly vzorky pieneseny do jednotky
pro mrazovou substituci pro jejich postfixaci a odvodnéni pomoci substitu¢niho roztoku
obsahujiciho 1,5% OsO4 v acetonu. Tento proces probihal v jednotce pro mrazovou substituci
AFS2 po dobu 7 dni. Pocateéni faze mrazové substituce byla nastavena na -90 °C po dobu 72 h,
poté nasledovalo zahtati na -20 °C po dobu 24 h (5 °C za hodinu) a proces byl ukoncen pti 4 °C
po dobu 18 h (3 °C za hodinu). Diky tomuto procesu bylo mozné dalsi manipulace se vzorky
za laboratornich teplot. Nasledovalo opakované promyti vzorki 98% acetonem (3 x 15 min)
pro odstranéni nenavdzaného OsOa. Poté nasledoval proces infiltrace, coz je prosyceni vzorku
pryskyfici tak, Ze dochazi k inkubaci vzorki po dobu 60 minut ve smési acetonu a epoxidové
pryskyfice v riiznych pomérech (2:1, 1:1 a 1:2). Nasledné byly vzorky zality do ¢isté pryskyfice,
kde tyto vzorky byly ponechany v exikatoru pod vyvévou po dobu 24 h. Poslednim krokem
ptipravy vzorku bylo jeho pteneseni do kapsli a zaliti Cerstvou pryskyfici, ktera byla vytvrzena
pfi teploté 62 °C po dobu 48 h. Po vytvrzeni kapsli byly vzorky nakrajeny na ultratenké fezy
pomoci diamantového noze s uhlem fezu 45 ° a ultramikrotomu UTC 7. Takto pfipravené fezy

byly vlozeny na médénou sitku a pozorovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
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Helios G4 HP, ktery byl vybaveny STEM3+ detektorem. Pfiprava i mé&feni vzorkt probihalo

pod odbornym vedenim Ing. Katefiny Mrazové na Ustavu piistrojové techniky AV CR.

3.9 Extrakce a nasledné stanoveni pigmenti

U kultur, které byly kultivovany pti mikroaerobnich podminkéch za svétla, byl stanovovan
obsah pigmenta (bakteriochlorofyl a a karotenoidy) dle protokolu [75]. Nejprve byl odebran
1 ml kultury, ktery byl centrifugovan pti 15 000 g po dobu 7 minut. Po ukonceni centrifugace
byl slit supernatant a k sedimentu byl pfidan 1 ml pfedchlazeného metanolu. Vzorek byl
homogenizovan na vortexu a vzorky byly inkubovany v chladicim boxu, ktery byl vychlazen
na teplotu 4 °C po dobu 20 minut. Nasledné prob&hlo méfeni kompletniho UV-VIS spektra
na spektrofotometru Hitachi U-3900H. Koncentrace vyextrahovanych barviv byla stanovena

pomoci téchto vzorca [75, 76]:

Chg [pg/ml] = 16,29 Ages — 8,54 - Ags2 )

karotenoidy [ug/ml] = [1000 - (Asy9 — A7z0) — 2,86+ (Chl, [ug/ml])]/221  (2)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace koncentrace substratu a doby kultivace

Prvnim provedenym experimentem bylo proméfeni rustové kiivky bakterie Rhodospirillum
rubrum. Zaroven byla pii tomto experimentu provedena optimalizace pocate¢ni koncentrace
substratu a doby kultivace se zaméfenim na zvySeni produkce PHA. Ptiprava a pritb¢h tohoto
experimentu byl popsan v kapitole 3.2.1. Pti experimentu byly pouzity riizné zdroje uhliku, a to
polokomplexni uhlikaté¢ médium (FAY), kde byl substat fruktdza, acetat a kvasni¢ni extrakt a
produkéni médium s acetatem o riznych koncentracich (100, 200, 300 a 400 mM). Namé&iené

absorbance odebranych vzorki kultur byly vlozeny do grafu (viz obrazek 13).

50 1

[ —%—FAY
45 1

F 100mMacetat
4.0 _ —¥—200mMacetat
35 1 —%—300mMacetat
3,0 —¥— 400mMacetat

— 25 ¢
2,0 4
15 4

10 4

Obrazek 13 — Rustova kirivka bakterie Rhodospirillum rubrum pri kultivaci s riznymi substraty

Z obrazku 13 je patrné, ze se zvySujici se koncentraci acetatu jako zdrojem uhliku dochazelo
k postupné inhibici ristu oproti jiz ovéfenému FAY médiu. Nejvice podobny prabéh kiivky je
vidét u koncentrace acetatu 100 mM az do 72 h kultivace. Mezi 72-96 h kultivaci doslo
pravdépodobné ke kontaminaci, a proto nebyla hodnota namétfené absorbance uvedena
v grafickém zndzornéni. U kultivaci s 200 MM a 300 mM acetatem je vidét vyrazné prodlouZeni
lag faze, pticemz po 48 h doslo k nartstu biomasy i produkci PHA (viz obrazek 14). U kultur
kultivovanych pfi 200 mM koncentraci acetatu doslo stejné¢ jako u kultur se 100 mM

koncentraci acetatu, ke kontaminaci mezi 72-96 h kultivace, a proto nebyla ani jejich hodnota
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absorbance znazornéna v grafu. Z obrazku 13 je dale patrné, ze u kultur kultivovanych
s 400 mM koncentraci acetatu doslo k naprosté inhibici rlstu, a proto byla tato koncentrace

vytazena pro dalsi experimenty.

4.1.1 Stanoveni mnoZstvi biomasy a PHA
U odebranych vzorkii biomasy bylo také béhem optimalizace stanoveno mnozstvi biomasy
a PHA. Polymer byl extrahovan a derivatizovan dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2
amnozstvi PHA bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie s plameno-ioniza¢nim
detektorem (GC-FID) dle postupu 3.4.1. Vysledné hodnoty stanoveného mnozstvi biomasy
a PHA byly vloZeny do grafu, viz. obrazek 14.
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Obrazek 14 — Grafické znazornéni obsahu biomasy a PHA u bakterie Rhodospirillum rubrum

pFi optimalizaci substratu a doby kultivace

Z obrazku 14 je patrné, ze se zvySujici koncentraci acetatu nedochazelo pouze ke zpomaleni
rastu, ale i produkce PHA byla posunuta k pozdéjsim hodinam kultivace. Nicméné s pozd&jsi
dobou kultivace stoupalo mnozstvi biomasy i produkce PHA. Na médium FAY bylo dosazeno
nejvyssi produkce PHA ve 24 h, ktera byla 8,96 % (0,03 = 0,002 g/l PHA). Ve 48 h bylo sice
zaznamenano vysoké mnozstvi biomasy (0,33 + 0,14 g/l), ale nebyly stanoveny zadné PHA,
coz mohlo byt zplsobeno zvolenym substratem, jelikoz produkce PHA na fruktdze

je minimalni. Oproti tomu u 100 mM koncentrace acetatu byla nejvyssi produkce PHA
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vrozmezi od 48-72h, kterd se pohybovala mezi 30,00-26,90% (0,21 + 0,002
a 0,20 + 0,0 g/l PHA). V téchto hodinach bylo pro tuto koncentraci acetatu zaznamenano
I nejvyssi mnozstvi biomasy (0,71 £ 0,15 a 0,73+ 0,00 g/l). U kultivace pti 200 mM acetatu
doslo k nejvyssi produkci biomasy (2,04 + 0,00 g/l) v 72 h kultivace. A zaroven byl v tuto dobu
stanoven nejvyssi obsah PHA a to 25,46 % (0,52 + 0,007 g/l PHA). U 300 mM koncentrace
acetatu byl nejvyssi obsah biomasy (1,48 & 0,00 g/1) a PHA stanoven v 96 h kultivace, kdy byl
obsah PHA 25,60 % (0,379 g/l £ 0,013 g/l PHA). Pro nasledujici experimenty byly proto
zvoleny média obsahujici 100 a 200 mM koncentraci acetatu z divodu zvysené produkce PHA

Vv nejkratSim ¢asovém intervalu.

Dalsim zajimavym faktem bylo také to, Ze po 48 h doslo ke zméné slozeni PHA z 100 %
P(3HB) na kopolymer obsahujici 3HB a 3HV jednotky, tedy P(3HB-co-3HV) a to pouze
u vzorkl, které byly kultivovany na acetatu jako jediném substratu. Procentudlni sloZeni
kopolymeru jsou uvedené v tabulce 2, ze které je ziejmé, Ze se obsah 3HV monomeru u vSech
vzorkt pohyboval mezi 1-3 %. Tento jev byl v nedavné dobé potvrzen i tymem Godoy et. al

popsal produkci P(3HB-co-3HV) pii omezené aeraci a s fruktézou jako zdrojem uhliku [77].

Tabulka 2 — Obsah celkovych PHA a procentudlni zastoupeni monomerii 3HB a 3HV u vzorkii, u kterych
byl detekovan obsah 3HV

Stafi kultury | Zdroj uhliku | PHA [g/l] |PHA [mol. %] | 3HB [mol. %] | 3HV [mol. %]
48h 100 mM acetat|[0,21+0,00| 30,00 98,57 1,43
100 mM acetat| 0,20 £ 0,00| 26,90 99,03 0,97
ren 200 mM acetat 0,52 + 0,00 | 25,46 97,07 2,93
96h  |300 mM acetat| 0,38 + 0,01 25,60 97,57 2,42

4.2 Stanoveni morfologickych zmén pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Béhem optimalizace pocate¢ni koncentrace substratu a doby kultivace byly z kazdé kultury
po24a 48h provedeny odbéry vzorkl, které byly analyzovidny pomoci fluorescencni
mikroskopie pro charakterizaci morfologie jednotlivych bunék. Jako sonda byl pouzita
BODIPY 439/503, kterd se inkorporuje do hydrofobni ¢asti bun¢k, jako jsou membrany,
nebo PHA granule. Piiprava vzorki a méfeni bylo provedeno dle postupu uvedeného

v kapitole 3.7.1.
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Obrazek 15 — Snimky z fluorescencniho mikroskopu bakteridalnich bunék Rhodospirillum rubrum
kultivovanych za riznych podminek,; A — 100 mM acetdt po 24 h, B — 200 mM acetat po 24 h,
C — 300 mM acetat po 24h; D — 300 mM acetdt po 48h; Sipky vysvétleny v textu

Na obrazku 15 jsou vidét vybrané snimky z fluorescenéniho mikroskopu. Na snimcich Ize vidét
bakterie s vyraznou, nebo naopak nizkou fluorescenci s vyuzitim fluorescen¢ni sondy
BODIPY, ktera se vaze na hydrofobni komponenty bun¢k. Bakterie s vyraznou fluorescenci
(znacené modrou Sipkou) znaci vyssi obsah PHA granuli, naopak bakterie s nizsi fluorescenci
(znacené cCervenou Sipkou) zna¢i naopak niz§i obsah PHA granuli. Na snimcich (napf.
na snimku D v modrém krouzku) je viditelny krom¢ ptitomnosti PHA granuli také klasicky

spiralovity tvar bakterie Rhodospirillum rubrum.

wrwe

celkové nizkym poctem bunck ve vzorcich, kvili jizZ zminéné inhibici zpisobené zvySujici
se koncentraci acetatu (viz. kapitola 4.1). DalSim faktorem, ktery zplsobil nizky pocet bunck

s fluorescen¢nim signdlem je ta skutec¢nost, ze podle vysledkii z plynové chromatografie
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neobsahovaly kultury kultivované na médiich s acetatem mezi 24-48 h kultivace prakticky
zadné¢ PHA. Skutecné mnozstvi bunc¢k obsahujici PHA granule v kulturach byl tedy
pod limitem detekce GC-FID piistroje, coz také prispélo k nizkému poctu bun¢k se signalem

pfi analyze pomoci fluorescencniho mikroskopu.

4.3 Kultivace v médiu s acetatem jako zdrojem uhliku

Na zékladé optimalizace substratu a doby kultivace byly provedeny kultivace divokého kmene
Rhodospirillum rubrum v SYN médiich, které obsahovaly acetait o koncentraci 100 mM
po dobu 48 h a 200 mM po dobu 72 h. Mutantni kmen Rhodospirillum rubrum dphacic. byl
kultivovan v SYN médiu obsahujici 100 mM acetatu po dobu 48 h. Po ukonceni kultivace byla
cast biomasy pouzita v dalSich experimentech (stanoveni stresové odpovédi obou kment
pomoci pratokové cytometrie a elektronové mikroskopie) a druha ¢ast byla vysusena a vyuzita

pro stanoveni koncentrace biomasy a obsahu PHA ve vzorcich.

4.3.1 Stanoveni mnoZstvi biomasy a PHA

U odebranych vzorkli biomasy bylo stanoveno mnoZstvi PHA pomoci plynové chromatogratie
GC-FID. Pro ptipravu vzorkl byl pouzit stejny postup jako pti stanoveni obsahu PHA u vzorkt
odebranych béhem optimalizace substratu a doby kultivace, ktery byl uveden v kapitole 3.4.1.
Ziskané¢ hodnoty obsahu biomasy a PHA byly poté vyneseny na grafu, ktery Ize vidét

na obrazku 16. Procentudlni zastoupeni stanovenych monomernich jednotek je uvedeno

v tabulce 3.
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Obrazek 16 — Grafické znazornéni obsahu biomasy a PHA u bakterie Rhodospirillum rubrum

kultivované pri 100 a 200 mM acetdtu
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U kultury Rhodospirillum rubrum kultivované na 100 mM acetatu po dobu 48 h byl obsah PHA
41,46 % biomasy. Stejné jako u ptfechoziho experimentu (viz. kapitola 4.1.1, tabulka 2)
I Utéchto vzorkli byla potvrzena pfitomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), kdy 3HB byl
v kopolymeru zastoupen z 98,03 % a 3HV tvoril 1,97 % (viz. tabulka 3). U kultury kultivované
pti 200 mM koncentraci acetatu po dobu 72 h tvotily PHA 42,17 % obsahu biomasy. A i u této
kultury byla potvrzena pfitomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), ktery obsahoval 98,14 % 3HB
a1,86 % 3HV.

Tabulka 3 — Obsah celkovych PHA a procentudlni zastoupeni monomerii 3HB a 3HV u bakterie
Rhodospirillum rubrum kultivované p7i 100 a 200 mM acetatu

Stafi kultury | Zdroj uhliku | PHA [g/I] | PHA [mol. %] | 3HB [mol. %] | 3HV [mol. %]
48 h 100mMacet | 0,51+0,00 41,46 98,03 1,97
72 h 200mMacet | 0,48+0,00 42,17 98,14 1,86

Pti porovnani téchto dvou kultur je patrné, Ze stanovené mnozstvi kopolymeru i jeho slozeni je
velice podobné. Tato informace je velice zajimava, protoze kultury se od sebe lisi staiim,
ato o celych 24 h. Tento fakt byl pravdépodobné zptsoben rozdilnou koncentraci substratu,
coz potvrzuje hypotézu, Ze se zvySujici se koncentraci dochazi k ¢aste¢né inhibici, prodlouzeni
lag faze a celkovému zpomaleni ristu bakterie Rhodospirillum rubrum. Dals$im zajimavym
faktem je samotna produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV). Jak jiz bylo uvedeno v kapitole
2.2.4, byla popsana produkce P(3HB-co-3HV) pii ptidani valeratu do produkéniho média
béhem kultivace [51]. Nedavny vyzkum Godoy et. al popsal produkci P(3HB-co-3HV)
bez pritomnosti prekurzoru 3HV pii omezené aeraci a s fruktézou jako zdrojem uhliku.
Kdy na zacatku kultivace za aerobnich podminek tvotil kopolymer 29 % z celkové biomasy
a zastoupeni 3HV tvotilo 75 % mol. kopolymeru. Maximalniho vytézku P(3HB-co-3HV) bylo
dosazeno pii pievedeni Rhodospirillum rubrum z aerobni kultivace do anaerobnich podminek
S kontrolovanym mnozstvim CO: pfidanim hydrogenuhli¢itanu do média. Za téchto podminek
doslo k navyseni produkce P(3HB-co-3HV), kdy obsah kopolymeru tvotil 81 % z celkové
biomasy s 86 % mol. zastoupenim 3HV [77]. Naopak v naSem ptipadé byl jako zdroj uhliku
pouzit acetat ve dvou riznych koncentracich a kultivace probihala pouze za aerobnich

podminek, a proto nedoslo k tak vyrazné produkci kopolymeru s vétSinovym podilem 3HV.
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4.4 Produkce pigmenti a jejich stanoveni

Produkce pigmentt Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum Aphacic, probihala
pfi mikroaerobnich podminkach za pfistupu svétla po dobu 120 h (viz. kapitola 3.2.2).
Jako zdroj uhliku byl u bakteridlnich kultur pouzit polokomplexni uhlikaty substrat FAY
a 100 mM acetat. Po ukonceni kultivace byly odebrany vzorky pro stanoveni obsahu biomasy
a PHA (dle postupu 3.4.1), pigmenta (dle postupu 3.9) a také pro dalsi experimenty (stanoveni

vlivu pigmenti na stresovou odpovéd’ pomoci priitokové cytometrie).

Obrdzek 17 — Rhodospirillum rubrum (nalevo) a Rhodospirillum rubrum Aphacic, (napravo) po 120 h
mikroaerobni kultivaci za pristupu svétla pri 100 mM acetatu jako zdroji uhliku

Na obrazku 17 muzeme vidét narostlé kultury divokého (nalevo) a mutantniho kmene (napravo)
za svétla, které mély zdroj uhliku 100 mM acetatu po 120 h kultivace. Tyto kultury jsou rovnéz
na obrazku 18 srovnany ve 3. fad¢. Pii porovnani kultur na obrazku 18 je ziejma zména
vV mnozstvi vyprodukovanych pigmenti 1 celkové biomasy V zavislosti na vyuzitych
substratech. Konkrétné kultury kultivované pti 100 mM acetdtu mély nizkou optickou hustotu
(ODs6o = 0,3), u mutantniho kmene byl naméfena opticka hustota nizs$i nez pocatecnich 0,1,
podminek a acetatu jako jediného zdroje uhliku, protoze Rhodospirillum rubrum
je pravdépodobné schopné zpracovat acetat pouze za aerobnich podminek (jak bylo v této praci
jizuvedeno v kapitole 2.2.3). Kultury divokého kmene mély oranzovou barvu, coz znaci nizky

obsah pigmentd, a proto byly oba kmeny z nasledujicich analyz a experimentt vylouceny.
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Obrdzek 18 — Fotodokumentace kultur Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaciCy
po 120 h mikroaerobni kultivace za pristupu svétla pri komplexnim uhlikatém zdroji FAY (prvni dvé
Fady zleva) a 100 mM acetdtu (prvni Fada vpravo)

Naopak kultury divokého 1 mutantniho kmene kultivované pii komplexnim uhlikatém zdroji
FAY byly zabarveny do syté cervené barvy, coz znacilo vyraznou produkci pigmentd, a proto
byly tyto kultury pouZity pro dalsi analyzy i1 experimenty. Pro extrakci a stanoveni pigmentQ
byl pouzit postup uvedeny v Kkapitole 3.9 a stanovené mnozstvi karotenoidl
a bakteriochlorofylu a bylo vlozeno do tabulky 4. U divokého kmene R. rubrum bylo stanoveno
mnozstvi bakteriochlorofylu a na 0,47 pg/ml a u mutantniho kmene R. rubrum Aphacic, tvoril
chlorofyl a 0,36 pg/ml. Vzhledem k ¢ervenému zabarveni obou kultur je zvlastni nizky obsah
karotenoidu, ktery u mutantniho kmene tvofil pouze 0,07 pg/ml a u divokého kmene nebyly
stanoveny zadné karotenoidy. Je pravdépodobné, ze béhem analyzy nedoslo k vyextrahovani
vSech pigmentl, a proto byl stanoveny obsah karotenoidi tak nizky. Zaroven je také
pravdépodobné, Ze kultury obsahovaly jesté dalSi pigmenty, jako napi. bakteriofeofytin
a spiriloxantin, které jsou také produkovany bakterii Rhodospirillum rubrum [78]. V ramci
ptistich experimenta by tedy bylo vhodné zahrnout extrakci a stanoveni nejenom karotenoidt

a bakteriocholofylu a, ale také bakteriofefytinu a spiriloxantinu.

Tabulka 4 — Obsah stanovenych pigmentii (karotenoidii a chlorofylu a) u obou kmenii bakterie
Rhodospirillum rubrum

substrat Kmen chla [ug/ml] | karotenoidy [pg/ml]
R. rubrum 0,47 0,00
FAY
R. rubrum Aphacic 0,36 0,07

U obou divokych kmenti R. rubrum byl také stanoven obsah PHA pomoci GC-FID. VVzhledem
k prodlouzené dobé kultivace s cilem produkce pigmentt, nebyl predpokladan vysoky
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obsah PHA. Vysledky stanoveni tento pifedpoklad potvrdily, protoze oba kmeny obsahovaly
opravdu nizké mnozstvi PHA (0,40 % pii FAY substratu a 2,50 % pifi 100 mM acetatu z celkové

biomasy).

4.5 Stanoveni viability bakterialnich bunék pomoci pritokové cytometrie

Po optimalizaci vhodnych substrati a kultivaci obou kment R. rubrum pii riznych
koncentracich acetatu nasledovalo vystaveni vzorkli vybranym stresovym faktortim.
Jak uz bylo zminéno v experimentalni ¢asti, byly zvoleny tyto stresory —zvysena teplota (50 °C
a 80 °C), osmoticky stres chloridem sodnym (50, 100 a 200 g/1) a cykly zamrazeni a rozmrazeni
(1.-4. cyklus). Podrobna piiprava téchto vzorkt byla popsana v kapitole 3.6 a poté nasledovalo
méfeni pomoci pratokové cytometrie dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1., kdy bylo nejprve
nutné vybrat vhodnou viabilni fluorescenéni sondu. Na zaklad¢ vysledka byl vybran propidium

jodid (viz ptilohy obrazek 31-35), ktery vykazoval spolehlivéjsi vysledky oproti fluorescenéni
sondé SYTOX™ blue.

451 Acetatova média

Po optimalizaci sondy byl jako prvni experiment provedenO stanoveni stresové odpovédi
a viability divokého i mutantniho kmene R. rubrum pfi kultivaci se 100 mM koncentraci acetatu
po dobu 48 h a 200 mM koncentraci acetatu po dobu 72 h. Ziskané procentualni zastoupeni
zivych bunék po vystaveni vybranym stresorim bylo vloZeno pro vétsi piehlednost do tabulek

(tabulka 5-7).

V tabulce 5 je zobrazeno procentualni zastoupeni bakterialnich bunék R. rubrum a R. rubrum
AphaciC; po vystaveni zvySenym teplotam 50 a 80 °C po dobu 30 a 60 minut a dale vystaveni
osmotickému stresu a cykliim zamrazeni a rozmrazeni. Tyto kultury byly kultivovany po dobu
48 h a divoky kmen po této dobé obsahoval 41,46 % PHA (viz. obrazek 16). Pfi vystaveni
teploté¢ 50 °C po dobu 30 a 60 min nedoSlo k zddnému vyraznému umrti bunék, jelikoz
se hodnoty Zivych bunék pohybovaly mezi 90-98 %. Pii vystaveni teploté 80 °C jiz ale doSlo
k vyraznému umirani bunék. Pti vystaveni 80 °C po dobu 30 minut klesl pocet viabilnich bun¢k
na 37,26 + 2,39 % u divokého kmene a 60,72 + 0,09 % u kmene mutantniho. Jak z histogramu
(viz. prilohy obrazek 36), tak i z tabulky 5 je patrné, po 60 minutach stoupl pocet Zivych bunék
u divokého kmene (47,88 = 1,63 %). Nartst poc¢tu zivych bun€k nebyl pravdépodobné
zpusoben rozpadem bunék a tim zpisobenou ztratou signalu sondy vlivem vysoké teploty,
jelikoz nedoslo ke snizeni slozitosti bunék (SSC kanal). Bylo by proto vhodné v dalsich

experimentech ovéfit, €1 vyvratit pfitomnost dal§tho ochranného mechanismu, ktery toto
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zjisténi zpusobil. Naopak u mutantniho kmene doslo k poklesu na 54,66 + 0,31 % zivych

bun¢k. Pfi porovnani s mutantnim kmenem vykazuje i pies pfitomnost PHA divoky kmen

snizenou odolnost vii€i zvysené teploté oproti mutantnimu kmenu, coz naznacuje pritomnost

doposud nepopsaného protektivniho mechanismu vuéi zvysené teploté u R. rubrum Aphacico.

Tabulka 5 — Procentudlni zastoupenti Zivych bunék po vystaveni vybranym stresovym faktortum u kultur

kultivovanych ve 100 mM acetdtu po dobu 48 h

Expozice | |
Bakterialni kmen Stres Zivé bunky [%]
stresu
R. rubrum Kontrola 60 min 96,90 + 0,00
R. rubrum dphacic. Kontrola 60 min 95,60 + 0,00
30 min 97,73 £ 0,47
R. rubrum 50 °C i
60 min 97,63 £ 0,33
30 min 95,21 + 0,30
R. rubrum 4phacic. 50 °C i
60 min 90,30 £ 0,56
30 min 37,26 £2,39
R. rubrum 80 °C
60 min 47,88 = 1,63
30 min 60,72 £ 0,09
R. rubrum dphacic 80 °C :
60 min 54,66 + 0,31
50 g/l 91,11 £ 0,66
R. rubrum Osmoticky stres | 100 g/l 89,44 + 0,46
200 g/l 60,06 £ 0,74
50 g/l 88,90 £ 0,31
R. rubrum dphacic. | Osmoticky stres | 100 g/l 71,26 + 1,05
200 g/l 85,82 £ 1,14
1. cyklus | 98,92 +0,54
2.cyklus | 92,95+ 3,18
R. rubrum Mrazici cykly
3. cyklus 94,85+ 0,17
4. cyklus | 93,96 £ 0,08
1. cyklus | 93,55+2,20
2. cyklus | 81,90 + 1,02
R. rubrum dphacic2 | Mrazici cykly
3. cyklus 83,65+ 1,22
4. cyklus 87,82 £0,81
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Pfi porovnani viabilit obou kment pfi vystaveni osmotickému stresu je patrnd vyssi viabilita
pti 50 a 100 g/l NaCl u divokého kmene (91,11 + 0,66 a 89,44 + 0,46 % zivych bunék R. rubrum
oproti 88,90 + 0,31 a 71,26 + 1,05 % zivych bunék R. rubrum Aphacicz). Naopak pii nejvyssi
pfipadnym neznamym protektivnim mechanismem, ktery by byl aktivovan vysokou hladinou
stresu (bez prechozi adaptace na stresor). Oproti tomu u R. rubrum doslo k vyraznému snizeni
viability na 60,06 + 0,74 %. Pii zmrazovacich a rozmrazovacich cyklech byl patrny vliv obsahu
PHA u divokého kmene (41,46 % PHA), jelikoz procentualni zastoupeni zivych bunék nekleslo
pod 92 %. Naopak Vv piipadé mutantniho kmene doslo k poklesu viability. Nejnizsi viabilita
byla po 2. mrazicim cyklu (81,90 + 1,02%). Poté doslo k narustu zivych bunék
na 83,65 + 1,22 % pti 3. mrazicim cyklu a na 87,82 = 0,81 % zivych bunék po 4. mrazicim
(nepiesné¢ tedéni). Piiklad histogramli naméfenych vzorkti po 4. cyklim zamrazeni

a rozmrazeni jsou k dispozici v kapitole ptilohy (viz. obrazek 37).

V jsou tabulce 6 zobrazeny hodnoty procentualniho zastoupeni bakterialnich bunék R. rubrum
(kultivovano v 200 nM koncentraci acetatu po dobu 72 h — 42,17 % PHA) po vystaveni
vybranym stresovym faktorim jako tomu bylo u pfedchozich vzorku. Pii porovnani kultury
R. rubrum kultivované 72 h pii 200 MM koncentraci acetatu (42,17 % PHA) s kulturou
R. rubrum kultivovanou v 100 mM acetatu po dobu 48 h (41,46 % PHA) je patrny vyrazny
pokles viability u kultury staré 72 h. Pii vystaveni n¢kolika zamrazovacich a rozmrazovacich
cykla doslo k podobnému jevu jako u kultury R. rubrum Aphacic kultivované pii 100 mM
acetatu po dobu 48 h. Kdy doslo také k prudkému poklesu viabilnich bun¢k z 84,91 + 1,16 %
po prvnim cyklu zamrazeni a rozmrazeni na 58,02 + 1,40 % po druhém cyklu zamrazeni
a rozmrazeni. Po 3 cyklu rozmrazeni a zamrazeni stoupl pocet zivych bunck na 66,66 + 1,43 %
a po 4. cyklu doslo opét k poklesu na 59,01+ 1,53 % zivych bunék. Vzhledem k velice
podobnému obsahu PHA je pravdépodobné, Ze vyrazné snizeni viability u starsi kultury bylo
zpiisobeno praveé jejim stafim. Priklad histogramii naméfenych vzorkd po expozici 80 °C

a 4. cyklim zamrazeni a rozmrazeni jsou k dispozici v kapitole ptilohy (viz. obrazek 38).
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Tabulka 6 — Procentudlni zastoupeni zZivych bunék po vystaveni vybranym stresovym faktortim u kultur
kultivovanych ve 200 mM acetdatu po dobu 72 h

Bakterialni kmen Stres Expozice stresu Zivé buiiky [%)]

Kontrola 60 min 87,65 + 0,00
30 min 77,76 £0,13

50 °C
60 min 32,04 + 0,59
30 min 16,29 £ 0,14

80 °C
60 min 42,26 + 0,75
50 g/l 93,00 +£ 0,25

R. rubrum
Osmoticky stres 100 g/l 85,17 £ 1,19
200 g/l 63,40 £ 0,01
1. cyklus 84,91+ 1,16
2. cyklus 58,02 + 1,40
Mrazici cykly

3. cyklus 66,66 + 1,43
4. cyklus 59,01 + 1,53

4.5.2 Kultury produkujici pigmenty

Po stanoveni stresové odpovédi R. rubrum a R. rubrum Aphacic, pii kultivaci s acetatovymi
médii a vystaveni vybranym stresovym faktortim bylo provedeno dalsi méfeni, které stanovilo
vliv obsahu pigmentl na stresovou odpovéd’. Vybranym stresovym faktorim byly vystaveny
kultury R. rubrum a R. rubrum Aphacic; kultivované mikroaerobné za piistupu svétla po dobu
120 h pti komplexnim uhlikatém substratu (FAY). Ziskané procentualni zastoupeni zivych
bunék po vystaveni vybranym stresorim bylo vloZzeno do tabulce 7. Viability obou kmenu
po vystaveni vybranym stresortim byly velice podobné. Konkrétné pti vystaveni vzorka teploté
50 °C po dobu 30 min nedoslo k vyraznému poklesu zivych bunék (87,44 + 0,66 % viabilnich
bunék R. rubrum a 94,49 + 0,79 % viabilnich bunék R. rubrum Aphacic.). Naopak pii expozici
50 °C po dobu 60 minut doslo k poklesu procentudlniho zastoupeni Zivych bunék na + 45 %.
Piiklad histogrami namétenych vzorkli po expozici 80 °C a jsou k dispozici v kapitole

ptilohy (viz. obrazek 39).

Pfi porovnanim téchto hodnot s viabilitami kultur obou kment kultivovanymi 48 h
pti 100 mM acetatu, u kterych pii vystaveni teploté 50 °C nedoslo k poklesu viability pod 90 %,
je patrné, ze oba kmeny kultivované 120 h s FAY byly vyrazné nachylnéjsi k poskozeni
tepelnym stresem. U divokého kmene, kultivovaného 120 h, mohla byt sniZzend viabilita

zpusobena absenci PHA (0,40 % PHA) v porovnani s divokym kmenem, ktery byl kultivovany
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48 h (41,46 % PHA). Také je mozné, Ze u divokého i mutantniho kmene méla vliv na snizenou
viabilitu hlavné prodlouzend doba kultivace (120 h), nebo také rozdilné¢ podminky kultivace

(mikroaerobni kultivace na svétle po dobu 120 h versus aerobni kultivace za tmy po dobu 48 h).

Tabulka 7 — Procentudlni zastoupeni zZivych bunék po vystaveni vybranym stresovym faktortum u kultur

kultivovanych ve FAY po dobu 120 h

Bakterialni kmen Stres Expozice stresu | Zivé buiiky [%]
R. rubrum Kontrola 60 min 90,85 + 0,00
R. rubrum dphacic, | Kontrola 60 min 94,70 +£ 0,00
30 min 87,44 + 0,66
R. rubrum 50 °C i
60 min 4525+ 1,19
30 min 94,49 + 0,79
R. rubrum Aphacic, 50 °C i
60 min 45,77 £ 1,99
30 min 53,13 £ 2,06
R. rubrum 80 °C i
60 min 55,99 + 1,15
30 min 60,71 £ 0,06
R. rubrum dphacic 80 °C i
60 min 59,52 +£0,32
50 g/l 72,26 £ 0,26
Osmoticky
R. rubrum 100 g/l 70,24 + 1,32
stres
200 g/l 69,92 £ 0,11
50 g/l 81,92 £ 0,42
Osmoticky
R. rubrum dphacic. . 100 g/l 75,23 £0,13
stres
200 g/l 74,92 £ 0,60
1. cyklus 72,08 £ 0,58
Mrazici 2. cyklus 80,88 + 0,57
R. rubrum
cykly 3. cyklus 41,37 + 0,32
4. cyklus 55,97 +£ 0,25
1. cyklus 69,49 + 0,81
Mrazici 2. cyklus 75,11 £ 1,35
R. rubrum dphacic.
cykly 3. cyklus 38,27 £ 0,02
4. cyklus 53,15+ 0,03

Pfi vystaveni osmotickému stresu dochazelo se zvysujici se koncentraci NaCl v prostiedi

U obou kmenli k postupnému sniZzovani procentualniho zastoupeni Zivych bunék. B&hem
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mrazicich cykld doSlo k vyraznému poklesu viability po 3. cyklu rozmrazeni a zamrazeni
(41,37 £ 0,32 % zivych bun¢k R. rubrum a 38,27 + 0,02 % zivych bun€k R. rubrum dphacicz).
Béhem 4. cyklu zamrazeni a rozmrazeni dosSlo k nartistu procentudlniho zastoupeni zivych
bun¢k na 55,97 + 0,25 % u R. rubrum a 53,15 + 0,03 % u R. rubrum Adphacicz. 1 zde se da
uvazovat o pfipadném protektivnim mechanismu, ktery by byl aktivovan vysokou hladinou
stresu. Piiklady histogramt namétenych vzorki po expozici 4. cyklim zamrazeni a rozmrazeni

a 200 g/l NaCl jsou k dispozici v kapitole ptilohy (viz. obrazek 40 ).

U osmotického stresu a zamrazovacich cykli je podobné jako u zvySené teploty patrny rozdil
ve vaibilit¢ bunek mezi kulturami obou kmeni starymi 48 h a kulturami obou kment starymi
rozdilnym stafim kultur, ptipadné rozdilnymi kultivaénimi podminkami (aerobni kultivace

za tmy po dobu 48 h versus mikroaerobni kultivace za svétla po dobu 120 h).

4.6 Stanoveni morfologickych zmén pomoci elektronové mikroskopie

(kryo-SEM)

Kromé¢ analyzy pomoci pratokové cytometrie byly vzorky vystavené stresorim analyzovany
kryo-skenovaci elektronovou mikroskopii. Vzorky byly pfipraveny a analyzovany podle
postupu uvedeného v kapitole 3.8.1.1. Z ¢asovych divodu byly analyzovany pouze vzorky
divokého a mutantniho kmene (kultivované aerobné pii acetatovych médiich) vystavené
vybranym stresovym faktoriim se zamérem pozorovat morfologické zmény po vystaveni

vybranym stresovym faktortim. Pofizené snimky jsou k vidéni na obrazku 19-24.
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HY det | mode | mag B Wi — L R— cur det de WD HFW
2.00kv |ETD | SE 10 002 x Magellan - ISI Brno 3 pA ) | SE | 14998 x 3.8mm | 6,63 um
- - - ~

det |mode | mag B3 Wi W 2/ 3 curr v det |mode | mag M wD HFW 1ym —
ETD | SE | 14005 x | 4.4 mm | 6.63 Magellan - 1SI Bmo 11:50:40 AM | 6.3 pA [2.00kV | ETD | SE | 15000 | 3.9 mm | 6.63 um Magellan - ISI Brno

Obrazek 19 — kryo-SEM snimky R. rubrum kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu,; A — kontrola,
B-50 °C, C—80 °C, D — 4. mrazici cyklus, Sipky vysvétleny v textu

Na obrazku 19A je znazornén kontrolni vzorek, ktery nebyl vystaven zadnému stresu. Diky
tomu nejsou buriky nijak viditelné poskozené a lze opét vidét klasicky spiralovity tvar bakterie.
Snimek 19B znazornuje buniky vystavené teploté 50 °C po dobu 60 minut, na kterych je patrné
poskozeni bun¢k (viz. zluta Sipka), které ovSem neni pfili§ vyrazné. Toto koreluje s vysledky
analyzy pomoci pritokové cytometrie, ze které vime, Ze divoky kmen R. rubrum
obsahoval = 97 % viabilnich bun¢k. Zaroven lze na snimku 19B spattit lom bakterialni bunikou,
ktery ukazuje ptitomnost PHA granuli (zndzornéno cernou Sipkou). Naopak pii pohledu
na snimek 19C, znazornujici vystaveni 80 °C po dobu 60 minut, je patrné vyrazné poSkozeni
bunék (naznacCeno Cervenymi Sipkami). Opét je vidét korelace mezi vysledky priatokové
cytometrie, ktera stanovila pokles viabilnich bunék na + 48 %. Snimky v kombinaci s vysledky

z prutokové cytometrie potvrzuji ptedpokladanou nachylnost divokého kmene R. rubrum vuéi
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zvySené teploté. Na snimku 19C lze také vidét PHA granule ve tvaru hrotu (zaznaceno ¢ernymi
skrz PHA granule, které byly potom oddélenim dvou ploch, vzniklych pomoci lomu, natazeny
do tohoto hrotovitého tvaru. Na snimku 19D jsou k vidéni bakterialni buniky vystavené
4 mrazicim cyklim. Buiiky nejsou na pohled vyrazné poskozeny (naznaceno pomoci zlutych
Sipek), coz opét koreluje s vysledky prutokové cytometrie, kdy byl pocet zivych bunck
po 4. mrazicim cyklu stanoven na + 94 %. Déle mlizeme na snimku vidét pritomné PHA
granule, které jsou zaznaCeny Cernymi Sipkami. Vzhledem k nizkému poskozeni bakterialnich
bun¢k se da prepokladat, ze v buiikach pritomné PHA granule (41,46 % PHA) slouzi divokému
kmeni R. rubrum jako kryoprotektivum. Na snimku 19D jsou také zietelné diry po vytazenych

PHA granulich (znacené bilymi Sipkami), které vznikly pfi procesu mrazového lamani.

HY det | mode | mag @ WD HFW — ) L — 2 curr v a WD HFW —2 ym —

2 pm
6.3pA | 2.00kV | ETD | SE 10002 x | 3.7 mm | 9.94 ym Magellan - ISI Brno 2:3 6. 9.95 ym Magellan - ISI Brno

Obrazek 20 — kryo-SEM snimky R. rubrum kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu,; A — kontrola,
B — 200 g/l NaCl; Sipky vysvétleny v textu

Na obrazku 20B je znazornény vzorek po vystaveni 200 g/l NaCl, u kterého je zajimavé,
ze i ptes vysledky pratokové cytometrie poukazujici na nizky pocet Zivych bunék ve vzorku
(=60 % zivych bungk), neni na snimcich patrné vyrazné vnéj§i bunééné stény bunck
(nazna¢eno Zlutymi ipkami). Cervené $ipky zna¢i PHA granule nezvyklého tvaru. Tento tvar
byl pravdépodobné zplisobeny jiz zminénym mrazovym laméanim, kdy doSlo oddélenim dvou
vzniklych ploch k natazeni granuli do tohoto neobvyklého tvaru. Z téchto snimku nelze
potvrdit, ale ani vyvratit protektivni funkci PHA granuli u divokého kmene R. rubrum. Z tohoto
dtivodu by bylo vhodné v ramci pristich experimenti zahrnout i studii vlivu osmotického stresu

na bakterii R. rubrum.
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HV | det |mode | mag B | WD HPY —1pm — 3 v det |mode | mag B | WD HFW — 1 ym—
2PM | 6.3pA |2.00kV ETD | SE | 15000x |3.8mm | 6.63 pum Magellan - ISI Brno M | 6.3pA |2.00kV |ETD | SE | 15005x |4.2mm | 6.63 ym Magellan - IS Brno

2/13/2023 | curr HY det  mode | mag B det |mode | mag © | WD HFW —1pm —

2/ 23 curr
6:12:02PM | 6.3 pA | 2.00kV | ETD | SE 15 000 x 12:16:11PM | 6.3pA |2.00kV |[ETD | SE 15002 x | 4.0mm | 6.63 um Magellan - ISI Bmo

Obrazek 21 — kryo-SEM snimky R. rubrum AphaciCz kultivovdano 48 h pri 100 mM acetdtu,
A —kontrola, B — 50 °C, C —80 °C, D — 4. mrazici cyklus, Sipky vysvétleny v textu

Obrazek 21A znazornuje kontrolni vzorek mutantniho kmene R. rubrum Aphacsca, ktery nebyl
vystaveny zadnym stresorim. Na snimku nejsou vidét zadné PHA granule, coz potvrzuje
neschopnost tvorby PHA. Na snimku 21B jsou potom znazornény bakterialni buniky vystavené
50 °C po dobu 60 minut, na kterych nejsou opét patrné zadné PHA granule a zlutymi Sipkami
je naznaceno malé poSkozeni bunck, které koreluje s vysledky pratokové cytometrie, ktera
stanovila pocet Zivych bunék na + 90 %. Cervenymi $ipkami je na obrazku 21C zaznadeno
poskozeni bakterialnich bun€k vlivem vystaveni zvysené teploté¢ 80 °C. Snimek opé&t potvrzuje
vysledek pratokové cytometrie, pii které byl stanoven pokles Zivych bunék na + 55 %.
| u mutantniho kmene je zfejmé, Ze je nejvice nachylny k poskozeni tepelnym stresem.
Snimek 21D potom ukazuje bakteridlni builky mutantniho kmene po 4. mrazicim cyklu.

Pritokova cytometrie stanovila u tohoto vzorku viabilitu bakteridlnich bun¢k + 87 %, nicméné
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na snimcich je zfetelné vyrazné poskozeni bunc¢k vlivem opakovaného zamrazovani
a rozmrazovani. Nejvice poskozené buiiky jsou na snimku zaznacené Cervenymi Sipkami.
Vyrazné poskozeni mutantnich bunék R. rubrum potom potvrzuje hypotézu o kryoprotektivnim

ucinku PHA granuli u divokého kmene.

wo | HRW — 1ym —

000 x | 3.8 mm | 6.63 ym Magellan - ISI Brmo

Obrazek 22 — kryo-SEM snimky R. rubrum Aphaclc2 kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu,
A — kontrolni vzorek, B — 200 g/l NaCl, Sipky vysvétleny v téxtu

U vzorku, ktery byl vystaveny osmotickému stresu (viz. obrazek 22B) je i pfes pomérné
vysokou viabilitu stanovenou prutokovou cytometrii (+ 85 % zivych buné€k) patrné poskozeni
bunék (viz. ¢ervené Sipky). Podobné jako u divokého kmene, i u kmene mutantniho bylo

poskozeni spiSe vnitini nez vnéjsi.
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HY ‘&et mode | mag B | WD | HRW | curr HV | det |mode | mag @ | wp HRW
_200kv [ETD | SE | 15001x |4.1mm | 6.63 6.3pA | 2.00kV | ETD | SE | 14983x |4.1mm | 6.64 um Magellan - ISI Brno

curr HY | det [mode | mg B | wp HRW | et L E— 2/16/2023 T HV | det |mode | mag B | WD =
6.3pA | 2.00kV  ETD S 15000x |4.4 mm | 6.63 pm Magellan - ISI Brno 11:39:06 AM | 6.3pA |2.00kV |ETD = SE 15000 x | 4.2mm | 6.63 pm

Obrazek 23 — kryo-SEM snimky R. rubrum kultivovano 72 h pri 200 mM acetdtu,; A — kontrola,
B-50°C, C-80 °C, D — 4. mrazici cyklus

Obrézek 23A znazornuje kontrolni vzorek, na kterém je 1 pies absenci vystaveni stresiim patrné
zna¢né poskozeni (zaznaceno Cervenou Sipkou). Zarovei je 1 viditelna pfitomnost PHA granuli,
které jsou zaznaCeny Cernymi Sipkami. Na snimku 23B jsou bakterialni buiiky vystavené 50 °C
po dobu 60 minut. Opét Ize spatfit PHA granule (viz. Gerna $ipka). Cervenymi Sipkami je potom
znazornéno patrné poskozeni bunééné stény vlivem tepelného stresu. Toto koreluje s vysledky
prutokové cytometrie, ktera urcila pocet Zivych bunék na + 32 %. Snimek 23C zobrazuje
bakteridlni buiiky po vystaveni 80 °C po dobu 60 minut, u kterych doslo az k potrhani bunék,
jak je zaznafeno Cervenymi Sipkami. Tento snimek opét koreluje s vysledky pratokové
cytometrie, kdy byl pocet zivych bunck + 42 %. Na snimku 23D jsou znazornény bakteridlni
buiiky po vystaveni 4. cykliim mrazeni a rozmrazeni. I zde je patrné vétsi poskozeni bunek,

hlavné pfi porovnani s kulturou mladsi o 24 h vystavenou stejnému stresu (viz. Obrazek 19D).
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Obrdzek 24 — kryo-SEM snimky R. rubrum kultivovano 48 h pri 100 mM acetatu, A — kontrola,
B — 200 g/l NaCl, Sipky vysvétleny v textu

U bunék vystavenych 200 g/ NaCl, které jsou znazornény na snimku 24B, je také patrné vnéjsi
poskozeni bun€k ve formé poruseni bunécné stény (zndzornéno ¢ervenymi Sipkami). I u tohoto
vzorku doslo k poruseni vnitini struktury (viz. ¢ervené Sipky), ale zaroven byla poskozena
i struktura vné&jsi. Déle jsou na snimku 24B patrné PHA granule (Cerné Sipky), u kterych je

viditelna atypicka struktura, pravdépodobné zapti¢inéna mrazovym lamanim.

Celkové tyto snimky potvrzuji teorii, i ptes vysoky obsah PHA (42,17 % PHA) ma na viabilitu
divokého kmene R. rubrum dopad ptedevsim stati kultur, jelikoz kultura stara 48 h méla
vyrazné vyssi viabilitu i pies to, Ze méla podobny obsah PHA (41,46 % PHA) jako kultura
stara 72 h.

4.7 Stanoveni morfologickych zmén pomoci elektronové mikroskopie (STEM)

Zaroven se skenovaci elektronovou mikroskopii byly, n¢které vzorky analyzovany i s pomoci
skenovaci transmisni elektronové mikroskopie (STEM). Vzorky byly pfipraveny a analyzovany
podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.8.2.1. Z Casovych divodi byly touto metodou
analyzovany pouze vzorky divokého a mutantniho kmene (kultivované 48 h
ve 100 mM acetatu) vystavené vybranym stresorim. Vybrané snimky jsou zobrazené

vV obrazku 25-29.
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Obrazek 25 — STEM snimky R. rubrum kultivovano 48 h pri 100 mM acetatu; A —kontrola, B — 50 °C,
C —80 °C, D — 4. mrazici cyklus, Sipky vysvétleny v textu

Na snimku 25A Ize vidét kontrolni vzorek kultury divokého kmene, ktery nebyl vystaven
zadnému stresoru. V buiikdch jsou patrné vezikuly, které jsou zazna¢eny modrymi Sipkami.
Dale je je vidét velké mnozstvi PHA granuli, coz koreluje s vysledky GC-FID analyzy, ktera
stanovila obsah PHA na 41,46 %. Jelikoz nebyly buniky vystaveny zadnému stresoru neni
patrné Zadné poskozeni bunééné stény, nebo intracelularniho prostfedi. Snimek 25B zndzortiuje
bakterialni buniky divokého kmene po vystaveni teploté 50 °C po dobu 60 minut, u Kterych neni
na snimku patrné vyraznéjsi poSkozeni bunék, pouze u nckterych buné€k je viditelné lehké
pokiiveni tvaru bunécné stény (znaceno Cervenymi Sipkami). Na tomto snimku jsou opét
modrymi Sipkami zaznaceny viditelné vezikuly. Naopak na snimku 25C je patrné vyrazné
poskozeni extra 1 intraceluldrni struktury bunék po vystaveni teploté¢ 80 °C po dobu 60 minut
(znazornéno cervenymi Sipkami). Tyto snimky také potvrzuji pfepokladanou nachylnost
bakterie R. rubrum vici zvysené teploté. Snimek 25D zobrazuje vystaveni divokého kmene
celkové 4 cyklim mrazeni a rozmrazeni. Na bakteridlnich bunkach neni patrné extra

nebo intracelularni poskozeni (viz. zluté Sipky). Vysoka viabilita divokého kmene
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kryoprotektivnimu u¢inku PHA granuli.
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Obrazek 27 — Bakterie Cupravidus necator H16 po vystaveni osmotickému stresu 200 g/l NaCl,
prevzto upraveno [55]

Snimek 26B potom znazoriuje divoky kmen R. rubrum po vystaveni 200 g/l NaCl, kdy snimky
potvrdily intracelularni poskozeni vlivem zvySeného osmotického tlaku. Ze snimku je patrné,
Ze 1 pres neporusenou bunécnou sténu (viz. zluta Sipka) doslo k poSkozeni vnitini struktury
bunék, a to hlavné proteinli, ze kterych se skladaji obaly PHA granuli. Na snimku jsou
cervenymi Sipkami zaznaceny PHA granule, u kterych doSlo poruseni proteinovych obali
k vyliti PHA do intracelularniho prosttedi bakterialni buniky. Pfi porovnani se snimky bakterie
C. necator H16 (viz. obrazek 27), ktera byla také vystavena 200 g/l NaCl patrny rozdil
ve struktufe PHA granuli, protoZze u C. necator H16 nedoslo k tak intenzivnimu poskozeni
intracelularniho prostiedi (viz. zluté Sipky) jako u divokého kmene R. rubrum. Cervené Sipky

ve snimku 27 potom znaéi poSkozeni buné¢né stény C. necator H16 [55].
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Obrazek 28 — STEM snimky R. rubrum Aphaclc2 kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu; A —kontrola,
B —50 °C, C - 80 °C, D — 4. mrazici cyklus; Sipky vysvetleny v textu

Obrazek 28A znazoriiuje kontrolni vzorek kultury mutantniho kmene, na kterém je patrna
absence PHA granuli, coz opét potvrzuje neschopnost PHA produkce mutantniho kmene.
Modrymi Sipkami jsou znaceny pfitomné vezikuly, které jsou u mutantniho kmene vice
viditelné pravé pravdépodobné diky absenci PHA granuli, jelikoZz maji na snimcich
veétsi kontrast nez vezikuly. Snimek 28B znédzorfuje bakteridlni buiikky po vystaveni 50 °C
po dobu 60 minut. Cervené Sipky zna¢i poskozeni timto tepelnym stresem, které stejné jako
u divokého kmene, neni vyrazné a spiSe se jedna o pokiiveni tvaru bunécné stény. Naopak
u snimku 28C je patrné, ze pii vystaveni 80 °C po dobu 60 minut doSlo u mutantniho
kmene, obdobn¢ jako u divokého kmene, k vyraznému poskozeni extra i intracelularni
struktury (zaznaCeno Cervenymi Sipkami). Timto se opé&t potvrdil pfedpoklad o nachylnosti
R. rubrum vici zvySené teploté. Na snimku 28D je mutantni kmen R. rubrum Aphac:c:
po 4. cyklu zamrazeni a rozmrazeni, kdy na rozdil od divokého kmene je u kmene mutantniho
viditelné poskozeni struktury bunék (opét oznafeno Cervenymi Sipkami). Tento rozdil byl
pravdépodobné zplsoben absenci PHA granuli, které by slouzily jako kryoprotektant. Tento
snimek mutantniho kmene, také potvrzuje hypotézu o kryoprotektivnim G€inku PHA granuli

u divokého kmene R. rubrum.
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Obrdzek 29 — STEM snimky R. rubrum Aphaclc2 kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu; A —kontrola,
B — 200 g/l NaCl; sipky vysvetleny v textu

Na snimku 29A je zobrazen kontrolni vzorek, ktery nebyl vystaven zadnému stresoru, u kterého
je opét patrna absence PHA granuli a modrymi Sipkami jsou zaznalené ptitomné vezikuly.
Na snimku 29B jsou vidét bakterialni bunky po vystaveni 200 g/l NaCl. Na rozdil od divokého
kmene je u mutantniho kmene patrné i vyrazné poskozeni bunécné stény, které bylo zaznaceno
cervenou Sipkou. Nicméné kromé poSkozeni bunécné stény neni u bunék mutantniho kmene

patrné vyrazné poSkozeni intracelularniho prostiedi.
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Obrazek 30 — STEM snimky R. rubrum AphaciC; kultivovano 48 h pri 100 mM acetdtu s pritomnosti
tetradyformujicich mikroorganismii; A —kontrola, B —50 °C; sipky vysvetleny v textu

Zajimavym vysledkem STEM analyzy vzorkli mutantniho kmene R. rubrum Aphacic,
kultivovaného 48 h pfi 100 mM acetatu, bylo objeveni pfitomnosti zvlaStnich tetrady
formujicich organismi (TFO) ve vzorcich (znaceno bilymi Sipkami). Tato skupina
mikroorganismd, ktera je patrna na obou snimcich 30A i B, je fylogeneticky velice rozmanita.
Hlavnimi dosud popsanymi skupinami jsou alfaproteobakterie, betaproteobakterie,
gamaproteobakterie, a aktinobakterie. Tyto TFO organismy se vyskytuji hlavné v systémech

se zvySenym biologickym odstrafiovani fosforu (enhanced biological phosphorus
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removal — EBPR) v laboratornim méfitku, ve kterych maji k dispozici synteticky zdroj uhliku
(napf. acetat + glukdza, nebo pouze samotny acetat). Vzhledem k diverzité této skupiny byla
u n¢kterym zastupci TFO popsdna syntéza PHA, u jinych se ptredpoklada, ze se tfadi mezi

glykogen akumulujici organismy (GAO) [80, 81].

Je zajimavé, Ze tuto neobvyklou kontaminaci neodhalila ani pritokova cytometrie, ani kryo-
SEM pozorovani. Zaroven je na obou snimcich patrny vyss$i kontrast TFO v porovnani
S buiikkami mutantniho kmene R. rubrum 4phacic.. U TFO pfitomnych na snimcich A i B
je také patrna ptritomnost granuli (znac¢eno ¢ernymi Sipkami), ale vzhledem k rozmanitosti této
skupiny je tézké urcit, zda se jedna o PHA nebo o glykogen bez bliz§iho zafazeni do jedné

z vySe zminénych skupin.
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5 ZAVER

Predlozena diplomovéa prace byla zaméfena na studium metabolismu PHA u bakterie
Rhodospirillum rubrum. Jednim z hlavnich cili prace byla optimalizace podminek kultivace
divokého PHA pozitivniho kmene za ucelem zvysené produkce PHA v co nejkrat§im ¢asovém
intervalu. Dalsi cil byl zaméfen na porovnani divokého PHA produkujiciho a mutantniho PHA
neprodukujiciho kmene (A phaciCz) z pohledu morfologie bunék a stanoveni vlivu PHA
na stresovou odpoveéd’ pfi vystaveni vybranym stresovym faktorim s vyuzitim pokrocilych
analytickych technik jako pratokova cytometrie, elektronova mikroskopie, aj. Jako posledni

byla sledovéana produkce pigmentt u obou kmend.

Prvnim provedenym experimentem této prace byla optimalizace pocatecni koncentrace
substratu a doby kultivace se zaméfenim na zvySenou produkci PHA. V tomto experimentu
byly pouzity rizné zdroje uhliku, a to polokomplexni médium FAY a 1M roztok acetatu
a rozdilnych finalnich koncentracich (100, 200, 300 a 400 mM). Ze ziskanych vysledki bylo
stanoveno, Ze se zvySujici se koncentraci acetatu dochézi k postupné inhibici risti oproti FAY
substratu, ale zaroven byla zvysSena produkce PHA. Také byla potvrzena produkce kopolymeru
P(3HB-c0-3HV) u acetatovych médii po 48 h kultivace. Vzhledem ke stanovenému obsahu
PHA a dob¢ kultivace byla pro dalsi experimenty zvolena média se 100 mM a 200 mM
koncentraci acetatu. Pfi optimalizaci byla popsana také morfologie bunck divokého kmene

R. rubrum pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a sondy Bodipy 439/503.

Kromé¢ optimalizace kultivaci byla pfed hlavnimi experimenty provedena i optimalizace
fluorescencnich sond pro pritokovou cytometrii. Z pouzitych sond propidium jodid
a SYTOX™ Blue byla pro dal§i experimenty zvolena sonda propidium jodid. SYTOX™ Blue

byla pro nasledujici experimenty vyloucena z diivodu opakovaného zkresleni signalu.

Nasledné byly provedeny kultivace divokého a mutantniho kmene pfti optimalizaci zvolenych
koncentraci acetatu. Oba kmeny byly kultivovany za aerobnich podminek ve tmé po dobu 48 h
pti 100 mM koncentraci acetaitu a 72 h v médiu obsahujici 200 mM koncentraci acetatu.
Pomoci GC-FID analyzy byl stanoven celkovy obsah PHA u divokého kmene jako 41,46 %
z celkové biomasy pro kulturu starou 48 h a 42,17 % pro kulturu starou 72 h. U obou kultur
byla také potvrzena ptitomnost kopolymeru P(3HB-co-3HV), kdy u 48 h staré¢ kultury bylo
zastoupeni monomeru 98,03 % 3HB jednotek a 1,97 % 3HV jednotek. U 72 h staré kultury
se kopolymer skladal z 98,14 % 3HB jednotek a 1,86 % 3HV jednotek.
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Soucasné se stanovenim obsahu PHA u divokého kmene R. rubrum byly oba kmeny (divoky
I mutantni) vystaveny vybranym stresovym faktorim, zvySené teploté, osmotickému stresu
a mrazicim cyklim. Ziskané vzorky byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie
a elektronové mikroskopie (kryo-SEM a STEM). Vysledky analyz potvrdily ocekévany
vysledek totalniho poskozeni obou kment R. rubrum pii teplot¢ 80 °C (47,88 + 1,63 %
viabilnich bunék divokého kmene a 54,66 + 0,31 % viabilnich bunék mutantniho kmene)
V porovnani s osmotickym stresem nebo opakovanymi cykly mrazeni a rozmrazeni.
U divokého kmene dochazelo pfi vystaveni osmotickému stresu k poruseni intracelularni
struktury a byl také stanoven nizsi pocet viabilnich bunék (60,06 = 0,74 %), nez u mutantniho
kmene, ktery mél 85,82 + 1,14 % viabilnich bungk, ale zaroven u né&j doslo k poruseni intra
I extracelularni struktury. Analyzy nepotvrdily, ale ani nevyvratily protektivni vlastnost PHA
granuli pti vystaveni osmotickému stresu. Naopak u divokého kmene byla potvrzena hypotéza
0 kryoprotektivnim G¢inku PHA granuli pti analyze vzorkl vystavenych opakovanym cyklim
mrazeni a rozmrazeni, jelikoz viabilita bakteridlnich bun¢k neklesla pod 92 %. Tyto vysledky
byly potvrzeny snimky z elektronovych mikroskopii, kdy nebylo viditelné poskozeni intra
¢i extracelularni struktury bunék divokého kmene po vystaveni mrazicim cyklim. Dale
vysledky téchto analyz prokézaly, Ze 1 ptes vysoky obsah PHA ma na viabilitu divokého kmene
R. rubrum vyrazny vliv hlavné stafi kultury, jelikoz kultura starda 72 h, obsahujici
42,17 % PHA, m¢la pii1 vystaveni vybranym stresovym faktorim niz§i viabilitu a viditelné
poskozeni vSech bunék na snimcich z kryo-SEM a STEM analyzy, v porovnanim s kulturou
starou 48 h, ktera obsahovala 41,46 % PHA.

Poslednim provedenym experimentem bylo sledovani produkce pigmenti u obou bakterialnich
kment a stanoveni jejich vlivu na stresovou odpovéd. Produkce probihala 120 h
pii mikroaerobnich podminkéach na svétle. Byly zvoleny dva uhlikaté zdroje a to 100 mM
koncentrace acetatu a polokomplexni uhlikaty substrat FAY. U acetatovych medii doslo
K inhibici rtstu pravdépodobné vlivem zvolenych podminek, protoze R. rubrum zpracovava
acetat prevazné aerobnim zpiisobem. Proto byly pro stanoveni obsahu pigmentl a stresové
odpovédi pouzity kultury kultivované pfi FAY substratu. Obsah pigmentl byl stanovovan
pomoci UV-VIS spektroskopie. U divokého kmene byl stanoven vy$§i obsah
bakteriochlorofylu a (0,47 pug/ml) v porovnani s mutantnim kmenem, u kterého bylo stanoveno
0,36 pg/ml. Naopak pfi stanoveni karotenoidli bylo stanoveno vy$§i mnoZstvi u mutantniho
kmene (0,07 pg/ml), u divokého kmene analyzy neprokazaly zadné karotenoidy. Pro piisti

experimenty by tedy bylo vhodné se zaméfit se 1 na extrakci a stanoveni i jinych pigmentt jako
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bakteriofeofytin a spiriloxantin. U divokého kmene byl navic pomoci GC-FID stanoven obsah
PHA, ktery byl vzhledem k dlouhé dobé¢ kultivace nepodstatny (0,40 % PHA). Obdobné jako
Vv pfedchozim experimentu byly oba kmeny vystaveny vybranym stresovym faktortiim (zvysena
teplota, osmoticky stres, mrazici cykly) a vzorky byly analyzovany pomoci pritokové
cytometrie. U obou kmeni byla stanovena vyrazné niz$i viabilita pii porovnani s kulturami
starymi 48 h kultivovanymi aerobn¢ za tmy pii 100 mM acetatu. Viabilita obou bakterialnich
kment byla velice podobna, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno nizkym obsahem PHA
u divokého kmene (0,40 %). Vliv pigmenti na viabilitu obou kmenti nebyl prokazan. Kromé
stafi kultur a obsahu PHA mohly mit na viabilitu obou kmenti vliv také podminky, pfi kterych
byly tyto kmeny kultivovany (mikroaerobni kultivace pii svétle po dobu 120 h). Tyto vysledky
potvrdily, Ze zvySenou viabilitu kultury divokého kmene, staré 48 h lze ptisoudit prave

zvySenému obsahu PHA.

Vysledky ptedkladané diplomové prace prokéazaly schopnost zvySené produkce PHA bakterii
Rhodospirillum rubrum pii acetatu jako jediném uhlikatém zdroji a soucasné i aktivaci
produkce kopolymeru P(3HB-co-3HV) po 48 h kultivaci. Dale byla potvrzena protektivni
vlastnost PHA granuli vué¢i snizené teploté u divokého kmene R. rubrum. Pro potvrzeni
a nasledné rozvedeni vysledkii a hypotéz uvedenych v této diplomové praci bude nutné

pokracovat v dal$ich studiich této metabolicky zajimavé a perspektivni bakterie.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
3HB — 3-hydroxybutyrat

3HV — 3-hydroxyvalerat

4HB — 4-hydroxyvalerat

AFB — anoxygenni fototrofni bakterie

ATP — adenosintrifosfat

AV CR — Akademie véd Ceské republiky

BChl — bakteriochlorofyl

BPh — bakteriofytin

CBB — Calvin-Benson-Basshamuv cyklus

CO2 — oxid uhli¢ity

cPHB — konjugovany polyhydroxybutyrat

Cyt bci — cytochromovy komplex bey

Cyt c2— cytochrom c.

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EBPR — enhanced biological phosphorus removal,
EMC — ethylmalonyl-CoA draha

GAO - glykogen akumulujici organismy
GC-FID — plynova chromatografie s plamenoioniza¢nim detektorem
GSB — zelené sirné bakterie

H20: — hydroxid vodiku

ICM — specializované intraceluldrni membrany
Icl-PHA — PHA s dlouhym fetézcem

mcl-PHA — PHA se stfednim fetézcem

MOPS — kyselina 4-morfolinopropansulfonova
NAD*/NADH — nikotinamidadenindinukleotid
0% — superoxid

0Os0O4 — oxid osmicely

P(3HB) — poly-3-hydroxybutyrat



P(3HB-c0-4HB) - poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
P(3HB-c0-3HV) — poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
P(4HB) — poly-4-hydroxybutyrat

PHB — polyhydroxybutyrat

PHA — polyhydroxyalkanoaty

PP — polypropylén

QA — ubichininovy akceptor

QB — ubichininovy akceptor

QP — ubichininovy pool

RNA — ribonukleova kyselina

ROS - reaktivni forma kysliku

scl-PHA — PHA s kratkym fetézcem

TCA — cyklus trikarboxylovych kyselin

TFO — tetradyformujici organismy

UV — ultrafialové zatreni

UV-VIS spektrum — ultrafialové — viditelné spektrum

VFA — tékavé mastné kyseliny
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Optimalizace pritokové cytometrie
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Obrazek 33 — 4:1 (Zivé : mrtvé; R. rubrum) Obrdzek 34 — 1:1 (Zivé : mrtvé; R. rubrum)
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Obrazek 35 — 1:4 (Zivé : mrtvé; R. rubrum)
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Obrazek 36 — R. rubrum (A) a R. rubrum AphaciCz (48 h, 100mM acetat) po vystaveni 80 °C
po dobu 60min
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Obrazek 37 — R. rubrum (A) a R. rubrum AphaciCz (48 h + 100mM acetat) po vystaveni
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Obrazek 38 — R. rubrum (4) a R. rubrum Aphaclc2 (72 h + 200mM acetdt) po vystaveni
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Obrazek 39 —R. rubrum (120h FAY) po vystaveni 80 °C po dobu 60 min (4) a 4. mrazicimu cyklu (B)
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Obrdzek 40 — R. rubrum (A) a R. rubrum Aphacicz (B), 120 h, FAY po expozici 4. cyklim
zamrazeni a rozmrazeni a R. rubrum (C) a R. rubrum Aphacicz (D), po expozici 200 g/l NaCl
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