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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva testovanim, optimalizaci a porovnanim metod vhodnych pro
identifikaci bakterii produkujicich polyhydroxyalkanoaty. V rdmci prace byly vyuzity metody
kultivacni a mikroskopické, kde byly bakteridlni buiiky barveny lipofilnimi barvivy Nilska
cervenl a Sudanova cernl. Dale byla vyuzita pritokova cytometrie a metody spektroskopické, a
to Ramanova spektroskopie a infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci a také
metody molekularné biologické, kde byla analyzovéana ptitomnost genu kodujictho PHA
syntazu (phaC) pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR). PCR test se sklada ze dvou
reakci, v prvni reakci je phaC gen amplifikovan spolecné s /165 rRNA oblasti spole¢nou pro
vSechny bakterie (multiplexni PCR). Druh4 reakce je pak specifickd pro PHA syntazu
katalyzujici biosyntézu mcl-PHA. Podle vysledki prace je pfi identifikaci PHA produkujicich
kment za ucelem eliminace fale$sné pozitivnich vysledki metod analyzujicich genotyp a
fale$né negativnich vysledki metod zkoumajici fenotyp kombinovat oba ptistupy. Jako velice
perspektivni se jevi kombinace PCR pro stanoveni pfitomnosti phaC genu a nasledné analyzy
pritomnosti PHA v bakteridlnich buiikach. K tomuto ucelu se ndm nejlépe osvédcila
Ramanova mikrospektroskopie, kterd je schopna zachytit 1 nizky obsah PHA v burikach a
zaroven nehrozi zdména PHA za jiné lipidické latky. Vysledky prace poskytuji piehled
testovanych metod, jejich vyhody a nevyhody a také porovnani riiznych kritérii, dle kterych je
mozné vybrat metodu identifikace v zavislosti na nastavenych pozadavcich.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with testing, optimazing and comparing methods for the
identification of bacteria producing polyhydroxyalkanoates. Work included cultivation and
microscopy methods, wherein the bacterial cells were stained with lipophilic dyes Nile red
and Sudan black. Further, we also used flow cytometry and spectroscopic methods - Raman
spectroscopy and infrared spectroscopy with Fourier transformation, and molecular biological
methods, which analyzed the presence of a gene encoding PHA synthase (phaC) by
polymerase chain reaction (PCR). PCR assay consist of two reactions, the firt on eis based on
amplification of phaC gene along with /6S rRNDA gene, which is common for all the
bacteria (multiplex PCR). The second reaction is focused on specific amplification of PHA
synthase catalyzing biosynthesis of mcl-PHA. In order to overcome false positive results
typical for methods analyzing genotype and also to avoid false negative results occuring in
fenotype analyzing methods, the best strategy is to combine both aproaches. According to our
results, analysis of presence of phaC gene by PCR can be combined with methods capable of
determining presence of PHA in bacterial cells. For this purpose, Raman microspectroscopy
seems to be very promising tool, since it is able to detect low content of PHA in cells and
PHA can not be confused with other lipid metabolites. The results provide an overview of test
methods, their advantages and disadvantages and also to compare different criteria according
to which it is possible to choose the method of identification in depending on the adjustable
requirements.
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1. UVOD

Syntetické polymery jsou chemickym priimyslem produkovany od roku 1930, a jelikoz
jsou odolné vic¢i mikrobidlnimu rozkladu, zistavaji v zivotnim prostiedi, kde se hromadi.
Pravé kvili této negativni vlastnosti je snaha o nalezeni jinych materidlu, které se budou
svymi vlastnostmi, podobat syntetickym polymertim, ale které zarovent budou rozlozitelné a
nebudou zatézovat zivotni prostiedi. Tyto podminky by mohly spliovat nékteré tzv.
biologicky odbouratelné plasty, naptiklad polyhydroxyalkanoaty [1, 2].

Polyhydroxyalkanoaty jsou fascinujici bakteridlni polymery, které maji jednak vyrazné
pramyslové vyuziti jako biodegradabilni plasty, ale také velice dilezitou biologickou tlohu,
protoze bakteriim pomahaji prezit limitaci substratem, ale 1 dalsi stresové podminky [1, 2].
Z pohledu vyzkumu PHA produkujicich mikroorganisml je pro izolaci klicové spravné
identifikovat PHA produkujici buiiky, k ¢emuz je mozné pouzit fadu technik — kultivacnich,
mikroskopickych, spektroskopickych 1 molekularné biologickych. Tato diplomova prace je
zaméfena praveé na vyvoj, porovnani a optimalizaci téchto technik.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty (PHA) — struktura a vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty jsou piirodni polyestery mastnych hydroxykyselin. Radi se do
skupiny opticky aktivnich biologickych monomert, které obsahuji (R)-3-hydroxyalkanové
kyseliny. Tyto kyseliny jsou v R konfiguraci z divodu stereospecifity PHA syntazy [1, 3].

Prvnim izolovanym polyhydroxyalkanoatem byl polyhydroxybutyrat, z bakterie Bacillus
megaterium, ktery byl izolovan francouzskym chemikem Lemoignem v roce 1926. Od té
doby byl nalezen v mnoha druzich Grampozitivnich i Gramnegativnich bakterii a také u
Archaebakterii. K syntéze polyhydroxyalkanoatti u bakterii dochdzi, pokud je v prostiedi
dostatek uhlikatého zdroje a pokud zéroven dojde k limitaci nékterou dilezitou zivinou. PHA
poté slouzi jako zasobni zdroj uhliku, energie a redukéni sily. Po vyCerpani uhlikatého zdroje
dokazi bakterie PHA rozlozit pomoci intracelularnich depolymeraz na uhlik a zdroj energie a
dale vyuzit na dalezité bunééné pochody [1, 3].

Obrdazek 1: Granule PHA v burice mikroorganismu [3]

PHA se déli na dvé skupiny. Polyestery, které maji ve strukture monomeru 3-5 uhliki se
nazyvaji scl-PHA (short-chain-lenght), druhou skupinu tvoii ty, které maji ve struktufe
monomeru 6-14 uhlikovych atomi a nazyvaji se mcl-PHA (medium-chain-lenght). Tyto dvé
skupiny polyesterti se 1isi délkou fetézce, a tedy i svymi vlastnostmi. Zatimco scl-PHA se
vyznacuji vysokym stupném krystali¢nosti, diky némuz jsou velmi tuhé a kiehké, mcl-PHA
jsou elastické materidly s niz§im stupném krystalicnosti a také s niz8i teplotou tani. [4]
Schopnost akumulovat mcl-PHA je jedine¢na pro skupinu Pseudomonad [1]. Obecna
struktura polyhydroxyalkanoati je uvedena na Obrdzku 2.
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Obrazek 2: Obecna struktura PHA [1]

2.1.1 Polyhydroxybutyrat (PHB)

NejznaméjS$im polymerem ze skupiny scl-PHA je 3 —polyhydroxybutyrat (PHB).
Homopolymer PHB je zcela stereospecificky polyester, ktery ma v R-konfiguraci vSechny
uhliky asymetrické, a proto je vysoce krystalicky. Diky této vysoké krystalinité je relativné
ktehky a tuhy. Teplota tani PHB se pohybuje v rozmezi 173 — 180 °C a teplota degradace
kolem 200 °C, tedy velmi blizko teploty tani. Mechanickymi vlastnostmi se
polyhydroxybutyrat podoba polypropylenu, nicméné je ve srovnani s polypropylenem tuzsi a
kfeh¢i. Vyuziva se v plastikaiském pramyslu a diky biodegradabilité jej 1ze také vyuzit pro
vyrobu nosi¢tu 1é¢iv. Je netoxicky a organismy je tolerovan i ve vysokych koncentracich.
Syntéza PHB je regulovdna na enzymatické urovni i na Grovni genové exprese a samotny
polymer vznikd kondenzaci 3-hydroxybutyryl-CoA, katalyzovanou enzymem PHA
syntazou [1, 5].

o)
HSG&"C N 7
O~ CH;

n
Obrazek 3: Struktura PHB [6]

2.1.2 Kopolymer PHB-PHV

Mechanické vlastnosti polymeru se vyrazné zlepsi, pokud se do struktury zacleni jednotky
3 — hydroxyvaleratu, coz je mozné diky relativné Siroké substratové specifit¢ PHA syntazy,
kterd je schopna do struktury polymer inkorporovat. A také dalsi hydroxykyseliny ve formé
ptislusného acyl-CoA. U kopolymeru 3-hydroxybutyratu (3HB) a 3-hydroxyvaleratu (3HV)
(P[3HB-co-3HV]) dojde také ke snizeni teploty tdni, ale teplota degradace zlstava
zachovana [1].

Hof Ho§
D_{I:‘CHE‘ C C'_[F'CHE‘C
CHs om L CaHs "
HB HY

Obrazek 4: Obecna struktura kopolymeru P[3HB-co-3HV] [7]
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Diky témto vlastnostem lze vyuzit kopolymer pro tepelné zpracovani jako taveninu bez
degradace materidlu. Obecné lze fici, ze pokles teploty tani i zvySeni flexibility materidlu
pozitivné koreluje s molarnim obsahem 3HV v polymeru [1].

2.1.3 Intracelularni granule PHA

Polyhydroxyalkanoaty se v bumice ukladaji ve formé& granuli. Spektroskopii nuklearni
magnetické rezonance bylo prokazano, Ze se polyester v buiikdch vyskytuje v nestabilni
amorfni formé. Izolované granule se skladaji predevSim z polyesterd, proteind a fosfolipidi
nebo lipidi. Napiiklad u bakterie Bacillus megaterium je granule tvofena z 97,7 %
z polyesteru, z 1,87 % z proteind a 0,46 % fosfolipidi nebo lipidd [1]. Hustota granuli se
pohybuje vrozmezi 1,18—124gcm> a jejich velikost vpriméru je obvykle
0d 0,2 do 0,5 um [1, 3]. Granule jsou tvofeny hydrofobnim polyesterovym jadrem, které je
obklopeno vrstvou fosfolipidl, do které jsou zabudovany proteiny pro jejich syntézu nebo
degradaci. [7] Polyesterova jadra, kterd se spojuji s proteiny, se nazyvaji phasiny. Phasiny
jsou nizkomolekularni proteiny, u nichz se predpoklada, Ze umi kromé granule vytvofit také
velmi tenkou proteinovou vrstvu. Tato vrstva tvofi rozhrani mezi hydrofilnim prostiedim
cytoplazmy a hydrofobnim prostfedim PHA. Kromé& toho se phasiny podileji také na regulaci
a ukladani PHA, mechanismus ovSem neni zcela objasnén [1, 3].

Mnozstvi, velikost a slozeni granuli zéavisi na druhu bakterie a také na kultivacnich
podminkach [1].

zabudované proteiny

fosfolipidova
dvojvrstva

Obrazek 5: Struktura PHA granule [3]
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2.2 Biologicka role PHA

Mikroorganismy potiebuji pro svij rist a pieziti vhodné podminky prostiedi. Pfedevsim se
jednd o dostatecné mnozstvi surovin pro tvorbu bunééné hmoty, také zdroj energie a celkove
vhodné chemické a fyzikdlni podminky. Pokud se prostfedi stane nepiiznivym, dochéazi
obecné ke stresovym podminkdm a mikroorganismus na tyto podminky reaguje stresovou
reaket [8, 9].

Bakterie mohou byt vystaveny mnoha stresovym faktoriim, jako je naptiklad hladovéni a
Spatné fyzikdlni chemické nebo biologické podminky. VSechny tyto podminky jsou
proménné, a proto i bakterie maji riizné mechanismy, jak se s témito zménami vyrovnat.
Jedna ze strategii je 1 hromadéni polymert, jako jsou polyhydroxyalkanoaty [10].

Vztah k akumulaci PHA je rizny. Kadouri a kolektiv uvadi, ze mutantni bakterie
Azospirillum brasilense s naruSenou schopnosti produkce nebo degradace PHA preziva pti
hladovéni, velkych vykyvech teplot nebo pH, pii osmotickém Soku, plsobeni volnych
radikalit nebo UV zéfeni krat$i dobu nez divoky kmen bakterie, ktery ma v buiikach vyssi
obsah PHA. ZvySen4d odolnost vic¢i témto faktorim, nemusi byt zpiisobena samotnou
ptitomnosti PHA v burikach, ale miZze to byt i pouhou spravnou funkci PHA cyklu. Déle také
uvadi, ze akumulace PHA v bunikdch mize podporovat mnozeni bunék v neptitomnosti
exogenniho zdroje uhliku. Mechanismy, kterymi PHA cyklus napoméhé zvladani stresovych
podminek, neni zcela objasnén [10, 11].

Ruiz a kolektiv uvadi, Ze zvySeni intracelularni koncentrace ATP a guanosin tetrafosfatu
(ppGpp) v buiice je spjato s degradaci PHA. ppGpp slouzi jako bunécny alarmon a aktivuje
expresy alternativnich sigma faktort, predevs§im pak RpoS. Nartst koncentrace ATP a ppGpp
pfi degradaci PHA byl pozorovan pouze u divokého typu Pseudomonas oleovorans. U
mutantu, ktery nebyl schopen degradace polymeru, ktomuto nedochdzi. Béhem
depolymerace u Pseudomonas oleovorans také dochéazi k aktivaci exprese genii podilejicich
se na preziti bun¢k ve stacionarni fazi ristu a poskytujicich ochranu proti riznym stresim

[11].
2.3 Biosyntéza polyhydroxyalkanoatu

2.3.1 Syntéza scl-PHA

Biochemie syntézy scl-PHA je predmétem mnoha studii. U vétSiny bakterii, naptiklad u
bakterie Cupriavidus necator H16, je PHB syntetizovan ve tfech krocich. Reakce zacina
kondenzaci dvou acetyl-CoAza vzniku acetoacetyl-CoA, ktera je katalyzovana enzymem [3-
ketothiolazou. Produkt reakce je za ucasti NADP-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazy
stereoselektivné redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. V poslednim kroku syntézy
dochazi k polymeraci (R)-3-hydroxybutyryl-CoA na PHB za soucasné¢ho odstépeni HS-CoA
[1,6,12].
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Tento cyklus se aktivuje, jakmile dojde k omezeni vstupu acetyl-CoA do Krebsova cyklu
z divodu nedostatku Zivin (obvykle fosfor, dusik nebo kyslik) potiebnych k dalsimu
metabolismu acetyl-CoA pro rist buné€k [6]. Pro regulaci syntézy PHB je dilezita
intracelularni koncentrace acetyl-CoA a koenzymu A jako takového. Pokud nedochézi
k limitaci z&ddnou Zivinou, kdy je organismus kultivovan na dostatecné bohatém médiu, je
acetyl-CoA odbourdvan v Krebsové cyklu za priibézného odbouravani vznikajictho NADH.
V médiu s limitujicim mnozstvim dusiku se hromadi NADH coz ma za nésledek inhibici
enzyml Krebsova cyklu, citrat syntazy a isocitrat dehydrogenazy, a dochéazi k syntéze PHB
dle vySe uvedeného schématu. Enzym B-ketothioldza je inhibovan volnym koenzymem A,
ktery se uvoliiuje pii oxidaci acetyl-CoA v Krebsové cyklu. Zdrojem uhliku pro tvorbu acetyl-
CoA mohou byt rizné substraty napiiklad cukry, pyruvat nebo acetat [1, 13].

Existuji vSak vyjimky. Naptiklad u rodu Rhodospirillum rubrum dochézi k tvorbé (S)-3-
hydroxybutyryl-CoA, ktery je dale pfeveden na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomoci dvou
stereospecifickych enoyl-CoA hydrataz [1].

Kopolymer P(3HB-co-3HV) miiZe byt syntetizovan naptiklad u rodu Cupriavidus necator,
ale také u tfady dalSich mikroorganismi. K tvorbé kopolymeru dochazi bud’to na smésném
substratu obsahujicim cukry a kyselinu propionovou nebo piimo z prekurzoru 3-
hydroxyvaleratu. Je-li pfivadén propionat, je biochemickd cesta tvorby kopolymeru stejna
jako u syntézy PHB s tim rozdilem, ze dochazi ke kondenzaci propionyl-CoA a acetyl-CoA
za vzniku 3-ketovaleryl-CoA, pfi¢emZ reakce je také katalyzovéana 3-ketothioldzou. V tomto
kroku tedy dochdzi k zaclenéni monomerni jednotky 3-hydroxyvaleratu do polymeru. Pokud
jsou v reakci zdrojem uhliku mastné kyseliny s delSim fetézcem, tvoii se 3-hydroxyvalerat
pomoci B-oxidace ptimo z téchto kyselin [1, 6, 12, 14].

Geny kodujici tvorbu enzymi - [-ketothioldza, NADP-dependentni acetoacetyl-CoA
reduktdza a PHA syntaza, jsou umistény v bakteridlnim genomu, a to na phbCAB operonu
[1, 6,12, 14]. Schéma operonu je uvedeno na Obrdzku 7.
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Obrazek 7: Geny pro tvorbu enzymii nezbytnych pro biosyntézu PHB u mikroorganismu
Cupriavidus necator [1]

2.3.2. Syntéza mcl-PHA
Tvorba mcl-PHA je typickd pro rod Pseudomonas. K syntéze PHA jsou jako zdroj uhliku

vyuzivany meziprodukty B-oxidace mastnych kyselin, syntézy mastnych kyselin de novo
nebo oxidace riznych alkanti, alkoholti, pfipadné jinych organickych sloucenin. Syntéza mcl-
PHA probiha pfes R(S)-3-hydroxyacyl-CoA, enoyl-CoA, R-3-hydroxyacyl carrier protein
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(ACP) nebo pies piislusné 3-ketoacyl-CoA. Tyto slouceniny jsou prekurzorem pro
polymerizaci mcl-PHA, ktera je katalyzovana enzymem PHA syntazou [12, 14, 15, 16].

2.3.3 PHA syntaza

PHA syntéza je klicovy enzym syntézy PHA, ktery katalyzuje polymerizaci hydroxyacyl-
CoA na polyhydroxyalkanoaty. Nejznaméjsimi PHA syntdzami jsou scl-PHA syntdza a mcl-
PHA syntaza. Pokud jde o syntdzu s nizkou substratovou specifitou, muize dojit
k polymerizaci na scl 1 mcl PHA. Takovou Sirokou substratovou specifitu ma ale velmi malé
mnozstvi syntdz. Jako piiklad 1ze uvést syntazu u nékterych bakterii rodu Pseudomonas [15].

PHA syntazy se vsoucasné dob¢é déli do Ctyf tifid v zavislosti na primarni struktufe,
substratové specifité a usporadani podjednotky [12, 14].

Ttida I a II se skladaji pouze z jednoho typu podjednotky (phaC) s molekulovou hmotnosti
od 60 do 70 kDa. Syntazy tridy I (napt. Cupriavidus necator) vyuZivaji piednostné jako
substrat CoA-thioestery riznych (R)-3-hydroxy mastnych kyselin se 3 az 5 atomy uhliku.
Zatimco syntazy ttidy II vyuzivaji CoA-thioestery riiznych (R)-3-hydroxy mastnych kyselin
se 6 az 14 atomy uhliku [12, 14, 15].

Syntazy ttidy IIl (napt. Allochromatium vinosum) jsou tvoifeny dvéma riznymi
podjednotkami, z nichz jedna vykazuje podobné sekvence aminokyseliny jako podjednotka
syntdz ttidy I a II — phaC (velikost je okolo 40 kDa) a druhd podjednotka (phaE — velikost
kolem 40 kDa) tyto podobnosti nevykazuje. Jako substrat vyuzivaji syntazy ttidy III CoA-
thioestery (R)-3-hydroxy mastnych kyselin se 3 az 5 atomy uhliku [6, 12, 14].

Ttida IV ma obdobné uspofadani podjednotek jako ttida III, pouze podjednotka phaFE je
zde nahrazena podjednotkou phaR (asi 20 kDa) [12, 14].

Po srovnani vice nez 50-ti syntdz z riznych druhd bakterii bylo zjisténo, Ze zastoupeni
aminokyselin ve struktufe se znacn€ podoba [14]. VSechny PHA syntazy maji ve svém
aktivnim misté aminokyselinu cystein, ktery funguje (spolecné s histidinem a aspartatem —
katalytickd tridda) jako katalytické aktivni misto pro piipojeni rostouciho fetézce
polyhydroxyalkanoatu [12].

Kli¢ovou roli v mechanismu katalyzy hraji dvé thiolové skupiny, které jsou zapojeny do
aktivniho mista pro zahajeni reakce a néslednou polymerizaci. Po zahdjeni thiolové skupiny
vytvoii thioestery se dvéma molekulami monomeru, které nasledné podstoupi thioester-
oxyester vyménou reakci v aktivnim misté za vzniku dimeru a soucasného uvolnéni jedné
z thiolovych skupin, ktera se zapoji do dalSiho Sifeni reakce. Nasleduje ptipojeni dal§iho
monomeru na volnou thiolovou skupinu a k dal§i vyménné reakci za vzniku trimeru. Timto
zpusobem postupuje reakce dale. Model katalyzy byl navrzen dle termodynamicky
nejvyhodnéjsich reakci [6, 14].
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2.4 Prumyslova produkce a aplikace PHA

Jednim z hlavnich problému rozsifeni komercni vyroby a pouziti PHA jsou vysoké vyrobni
naklady ve srovnani s vyrobou plastii z petrochemickych zdroji. Proto je dnes velkd snaha o
vyrobu PHA z odpadnich zdrojd, napiiklad z potravindiskych nebo zemédélskych vyrob,
¢imz by se znacné snizily vyrobni naklady téchto bioplasti. Velmi perspektivni je vyuziti
PHA jako obalového materidlu, ktery je zcela kompostovatelny. Tyto materidly maji také
zajimavé akustické a oscilaéni vlastnosti, coz je ¢ini vyuzitelnymi naptiklad pii vyrobé
sluchatek, mikrofoni nebo méfidel tlaku. Polyhydroxyalkanoaty jsou také, diky své
biodegradabilit¢ a Setrnosti k Zivotnimu prostfedi, zajimavé pro potencidlni aplikaci
v zemédélstvi, ve form& mulcovacich f6lii, a v neposledni tfad¢ také v medicing, kde by se
daly vyuzit naptiklad jako implantaty nebo systémy pro fizeny transport léciv [1, 17, 18].

2.5 Vybrani producenti PHA

2.5.1 Cupriavidus necator H16

Jedna se o Gram-negativni, fakultativné chemolitoautotrofni bakterii patiici do skupiny
proteobakterii, vyskytujici se v pid¢ a sladké vodé. V nepfitomnosti organického substratu
vyuziva jako jediny zdroj energie vodik a oxid uhli¢ity. Pokud neni v prostifedi ptitomen
kyslik, mize bakterie pfepnout na kompletni denitrifikaéni drahu, kdy vyuziva alternativni
donory elektront, jako jsou NO®" a NO*. Jde tedy o anaerobni respiraci. Pro metabolismus
glukozy, fruktéozy a dalSich sachariddi je vyuzivana Entner-Deudoroffova drdha, jelikoz
bakterie netvoii enzym fruktdéza-1,6-bisfosfat aldolazu. Cupriavidus necator H16 diive téz
oznacovany jako Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha a Alcaligenes eutrophus, patii mezi
organismy, které pifi nadbytku zdroje uhliku a limitaci nckterymi Zivinami, tvori
polyhydroxyalkanoaty — konkrétn¢ polyhydroxybutyrat. Jednd se o nejlépe prozkoumanou
bakterii produkujici PHB. Dfive byl tento kmen povazovan za potencidlniho producenta
tzv. single-cell proteinu, ktery byl uren k vyzivé dobytka a kosmonautli, zde mélo byt
vyuzito jeho schopnosti fixace CO; vydychaného kosmonauty v pfitomnosti H,. PHB ov§em
nemitiZze byt v zazivacim traktu zvifat ani lidi strdven, a proto byly vytvofeny i mutanty tohoto
kmene, které PHB neprodukuji. Nejznamé&jSim mutantem je Cupriavidus necator PHB-4
[19, 20, 21].

Obrazek 10: Cupriavidus necator H16 s granulemi PHB [22]
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2.5.2 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia byla popsana poprvé v roce 1950 jako ptivodce bakterialni hniloby
cibule. Jde o Gram-negativni, nefermentujici, pohyblivou, ty¢inkovitou bakterii tvofici
biofilm [23]. Tvofti spole¢né s dal§imi bakteriemi tzv. Burkholderia cepacia kompex (BCC-
zkratka Burkholderia cepacia complex). V soucasné dobé tento komplex obsahuje dvacet
uzce ptibuznych, ale odliSnych bakterii, které se vyskytuji témét vSude v ptfirod€, zejména
v pudé a ve sladké vod¢. Organismy patiici do BCC komplexu jsou oportunnimi patogeny.
Mohou zpusobit infekéni onemocnéni u imunodeficitnich jedinci nebo u osob s cystickou
fibrozou plic. Bakterie CBB komplexu jsou vysoce rezistentni vici antibiotikim [24]. B.
cepacia je znatné rezistentni vici dezinfekénim prostfedkim, naptiklad vici kvarternim
amonnym bazim (Ajatin). Dokaze vazat oxid uhli¢ity ze vzduchu, a je tedy, do jisté miry,
schopna rozmnoZovat se i v prostfedi pouze se zdrojem dusiku. Napadeni dychacich cest
touto bakterii zptsobuje, u lidi trpicich cystickou fibrézou plic znatelné zhorSeni pribéhu
onemocnéni. Bakterie roste na béznych pudach, kde jako cukerny zdroj uhliku vyuziva
glukozu [25]. Pro produkci PHA vyuziva jako zdroj uhliku glukézu, ovSem je schopna
produkovat také na zdrojich obsahujicich xylézu jako jsou napiiklad hemicelulézové
hydrolyzaty dieva [26].

Obrazek 11: Burkholderia cepacia pod elektronovym mikroskopem [27]

2.5.3 Burkholderia sacchari

Tato bakterie byla izolovana v Brazilii z plidy plantazi cukrové titiny. Jde tedy o Gram-
negativni bakterii vyskytujici se predevSim v pudé, vykazujici nepatogenni interakce
s rostlinami. Hromadi az 75% buné¢éné hmoty ve formé¢ PHA. Jedna se o kmen perspektivni
z hlediska produkce PHA, jelikoZz dokaze tvofit PHA na substratech s vyuZzitim naptiklad
hemicelul6zovych hydrolyzatd z vyliskd cukrové titiny [28]. B. sacchari je schopna
produkovat PHA také smési glukozy, xylosy a arabinosy, ale pfednostné vyuziva jako zdroj
uhliku glukosu. Pfi vyuziti pentdz dochédzi k prodlouZeni procesu a také ke snizeni
produktivity PHA [29, 30].
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2.5.4 Pseudomonas putida

Pseudomona putida je rychle rostouci, Gram-negativni bakterie, vyskytujici se predevsim
vpadé nebo ve vodé [31, 32]. Clenové rodu Pseudomonas maji schopnost rist
v jednoduchém médiu na ukor nejriznéjsich organickych latek a rod Pseudomonas putida je
schopny degradovat napiiklad toluen, benzen nebo ethylbenzen, coz je velmi zajimavé
z hlediska fteSeni zneciSténi zivotného prostfedi. Bakterie produkuje mcl-PHA =z rtiznych
mastnych substrati jako n-alkant, n-alkoholli a n-mastnych kyselin. Déle je schopny PHA
produkovat na surovém glycerolu, rtiznych rostlinnych olejich nebo na nékterych odpadnich
latkach, jako je tfeba ZivociSny odpad z porazky zvitat nebo zpracovani masa [33, 34].

Obrazek 12: PHA granule uvniti bunék Pseudomonas putida [35]

2.5.5 Pseudomonas chlororaphis

Jedna se o Gram-negativni, nepatogenni bakterii. Vyskytuje se naptiklad v ptidé nebo
na kotenech rostlin, které kolonizuje, a je rozsifena po celém svété. Vykazuje antimikrobidlni
¢innost proti riznym choroboplodnym patogenim. Dobfe se pfizplisobuje Zivotnimu
prostfedi diky komplexnimu regulaénimu mechanismu. Dale také dokaze degradovat
organické slouceniny a metabolizovat nitrilové slouceniny. Tohoto dobrého ptizplisobovani se
da vyuzit naptiklad v zemédélstvi nebo pro podporu produkce nékterych antibiotik [36].
Pseudomonas chlororaphis, stejné jako Pseudomonas putida, produkuje mcl-PHA, a to
na obdobnych substratech [37].

2.6 Stru¢na charakteristika metod pouzitych pro identifikaci PHA produkujicich
bakterii

2.6.1 Barveni Nilskou ¢erveni

Nilska cerven je fluorescencni, lipofilni barvivo, vhodné v rdmci spektrofluorimetrie, pro
kvantitativni analyzu. Obecné, fluorescencni barviva umoziiuji nepiimou detekci
intracelularnich lipidi. Fluorescence obarvenych bunék se vétSinou meéfi pomoci
spektrofluorimetrie, kdy se vyuZiva fluorescencni mikroskopie nebo pritokova cytometrie.
Diky tomu, Ze metoda je pomérné jednoduchd, je mozna automatizace procesu méteni [38].

2.6.2 Barveni Sudanovou ¢erni

Barvivo Sudan Black je lipofilni barvivo. Barvi rizné lipidy, jako jsou naptiklad
fosfolipidy v bunéénych membranéch, steroly nebo neutralni tuky nebo granule PHA, které
maji také lipidicky charakter [1, 3, 39]. Tohoto barveni se da vyuZit pro barveni kolonii pfimo
na Petriho misce po kultivaci nebo pro svételnou mikroskopii [40].
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2.6.3 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescencni mikroskopie je jedna ze zakladnich metod vyuzivanych v biologii,
biomedicinskych védach a pfi vyzkumu materidll tam, kde se nedaji vyuzit ostatni
mikroskopické techniky. Vyuzitim fady fluorochromt je mozné odd¢lit buiiky a bunééné ¢asti
s vysokym stupném specificnosti od nefluoreskujictho materidlu. Pfi pouziti vice
fluorescenc¢nich sond je mozné soucasné identifikovat né€kolik molekul. Svétlo urcité vinové
délky, vyslané zdrojem, zpusobi flurescenci vzorku. Vzorek poté emituje fluorescencni svétlo,
které dopadne na bariérovy filtr, a ten je propusti. To znamend, ze vzorek sam o sobé
obsahuje fluorofory nebo je ke vzorku pfiddna vhodna fluorescecni sonda (napiiklad Nilska
cerven) [41].

2.6.4 Pritokova cytometrie

Pritokovy cytometr je systém, ktery vyuziva principy mikroskopie a citlivé detekce
svételného signalu. Analyza bun€k probihd v mérmé cele, kam se buiiky dostaly pomoci
proudu nosné kapaliny. Pro to, aby mohla flurescencni sonda rozliSit signal neobarvenych
bunék od téch, které obarveny jsou, je potieba nastavit vhodné napéti fotondsobice cytometru.
Napéti fotondsobi¢e umoziiuje ovlivnit intenzitu signalu. I u této techniky se vyuziva
fluorescencnich barviv, kterd mohou prochazet pres membranu do bunék, kde se navazuji na
lipidové struktury [42].

Pratokovou cytometrii vyuzili pro monitorovani produkce PHB bakteriemi napiiklad
Mascow a kolektiv, Vidal-Mas a kolektiv nebo Kacmar a kolektiv. VSichni pro barveni
bakterialnich bunék pouzili Nilskou ¢erven. Uvadéji, Ze buiiky obsahujici PHB vykazuji pfi
méfeni pritokovym cytometrem vyssi fluorescenci nez buiky, které PHB neobsahuji [43, 44,
45].

2.6.5 Ramanova spektroskopie

Tato technika se vyuziva pro zjisté€ni struktury a fyzikalnich vlastnosti latek a zabyva se
vibra¢nimi a rotacnimi spektry. Sleduje se pfi ni sekundarni rozptylené zateni, které vznika
pfi dopadu primarniho zéafeni (UV, VIS) na molekulu. Velka ¢ast dopadajiciho zafeni je
odrazena tzv. elastickym Rayleighovym rozptylem s nezménénou vinovou délkou a u malé
¢asti zateni se v diisledku neelastické interakce s molekulou posunou frekvence k niz§im nebo
vy$§im hodnotdm. Hodnoty posunti od posuni od frekvence primarniho zareni jsou
charakteristické pro strukturu molekul. U identifikace PHA jde pfedevSim o dikaz vodikové
vazby ve struktufe ( skupina C-H..O). Tato metoda umoziuje analyzovat Zivé buiky [46, 47].

De Gelder a kolektiv zkoumali potencidlni vyuziti Ramanovy spektroskopie pro
monitorovani produkce PHB u bakterii. Pro experiment vyuzili kmen Cupriavidus necator
H16 a jeho mutantni formu C. necator PHB4. Zjistili, ze koncentrace PHB ptimo koreluje
s pasy na Ramanové spektru v oblasti 1734 cm-1 a Ramanovu spektroskopii oznacili jakou
rychlou a vhodnou metodu pro monitorovani PHB v bakteriich. Uvadi, Ze spektrum pro PHB
nejvyznamnéjs$i prispévky bakteridlntho PHB jsou v oblastech 357, 423, 607, 830, 1055,
1101, 1351, 1453 a 1734 cm™. Vibrace v oblasti 1734 cm™ jsou piitomny pouze u kmene
produkujiciho PHB [48].
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Obrazek 13: Ramanovo spektrum pro C. necator H16 (a) a C. necator PHB 4 (b) [48]

Ciobota a koletiv uvadi, Ze typické bakteridlni Ramanovo spektrum ma: dva pésy v oblasti
1660 a 1242 cm™ charakteristické pro vibrace amidovych skupin, pasy aminokyselin,
viditelné v oblasti 1001 cm™. Ostré pasy u 1610 cm™ charakteristické pro phenylalanin a
tyrosin. Pas v oblasti 1575 cm™ je specificky pro nukleové kyseliny, specialng pro adenin a
guanin, zatimco pasy u cca 1314 cm™ jsou typické pro vibrace skupin CHs/CHo.
Nejvyrazn&j§im prvkem Ramanova spektra bakterii je §iroky pés se stiedem v 2932 cm™, coz
je vazba CH ve skupindch CH; a CH; v bilkovinach, lipidech, nukleovych kyselinach a
sacharidech. Signal v oblasti 1735 cm™ je piifazen vibracim karbonylové vazby C=0. Taktéz
uvadi, ze PHA jsou latky pravd&podobn& zodpovédné za pritomnost pasu 1735 cm™ [49].
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Obrazek 14: Ramanovo spektrum pro burniky bakterie Bacillus megaterium
s obsahem PHB (b) a bez PHB (a) [49]

2.6.6 Infracervena spektroskopie

Konvencni infracervend spektroskopie se zabyva piedevsim oblasti v rozsahu asi 3600 —
200 cm™. Energie v této oblasti spektra odpovidaji pfechodtim mezi vibraénimi nebo rotaéné
vibra¢nimi stavy, pii kterych se méni symetrie nebo dipdlovy moment molekuly, ptipadné
oboji. Pfi pfechodu dochazi k pohlceni zateni. Spektra jsou vysoce charakteristickd pro dany
typ molekuly. Porovnanim spekter je mozné rozlisit 1 sloziti biopolymery. Pfitomnost PHA
v buiice je v&tsinou charakterizovana silnymi karbonylovymi pasy (C=0) v okoli 1740 cm™ s
doprovodnymi pasy riznych druhi PHA, které poukazuji na hromadéni PHA v burnikdch. Pti
analyze PHA je problémem voda v prostfedi. Voda ma totiz Siroky pas v oblasti spektra PHA.
Vzorky je tedy nutné nejdiive vysusit [46, 50]. FTIR je metoda vhodnd pro studium
mikroorganismi a jejich bunéénych ¢asti v neporusené podobé.

PHA vykazuje silné pasy v oblasti 1730 cm™ v disledku vibraci vazby C=0 a dale také
v oblasti 1280 cm™ a 1165 cm’', které se piipisuji skuping C-O-C.

Qiong a kolektiv se zabyvali studiem mikrobidlnich polyhydroxyalkanoatli pomoci FTIR.
Uvadgji, ze vibrace zptsobujici pasy v oblastech 1700 — 1760 cm™ a v oblastech 2910 —
3010 cm™ jsou piipsany skupinam C=0 a C-H [51]. Hong a kolektiv vyuzili FTIR pro
rychlou kvalitativni analyzu PHA v neporuSenych buiikach bakterii a uvadi, ze FTIR spektra
PHA vykazuji silné vibrace ve stejné oblasti jako v ptfedchozim piipadé [52].
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Obrdazek 15: Spektrum PHA ziskaného z riznych bunék, a - PHB z Azotobacter vinelandii, b- (mcl)-
PHA z Pseudomonas mendocina a ¢ - PHA obsahujici PHB a mcl hydroxyacetat (HA) z Pseudomonas
pseudoalkaligenes[52]

2.6.7 Analyza nukleovych kyselin a polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je reakce, ktera vyuziva principu replikace nukleovych kyselin pro rychlé a snadné
namnoZzeni specifického useku DNA in vifro na zaklad¢ ptitomnosti alesponi jedné kopie.
Amplifikovany usek DNA je ohrani¢en dvojici oligonukleotidd, tzv. primerd, které tvori
zacatek pro nové molekuly DNA. Primery jsou komplementarni s hledanou cilovou sekvenci
na obou vldknech DNA. Nové molekuly DNA se syntetizuji podle ptivodnich denaturovanych
fetézcl a maji s nimi shodnou sekvenci. Pti amplifikaci jedné molekuly vznikaji vzdy dvé
dalsi, pocet molekul s kazdym cyklem exponencialné nartista [39, 53].

PCR je velice senzitivni metoda, kterd umoziiuje detekovat i piitomnost jediné molekuly
DNA ve vzorku. OvSem tato vysoka citlivost je nevyhodné v tom, Ze je cely proces nachylny
ke kontaminaci [39, 53].

Hlavnim materidlem pro pribéh PCR jsou vhodné zvolené primery, DNA polymeraza,
deoxynukleotidtrifostaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — zékladni stavebni kameny reakce, a
vhodné reakéni prostiedi — tedy pufr obsahujici Mg”*™ ionty. Tyto ionty jsou dilezité, protoZe
tvoti s dTP komplexy a teprve ty jsou vhodné pro syntézu a napomahaji spravné funkci DNA
polymerézy [39, 53].

Prvnim krokem pii analyze nukleovych kyselin je jejich izolace z biologického materidlu.
Pfi izolaci musi nejdiive probéhnout lyze buiiky, kdy dojde k rozruSeni bunéénych membran,
denaturaci bilkovin a uvolnéni buné¢ného obsahu do prostiedi. Pro izolaci se vyuzivaji rizné
lyzaéni roztoky obsahujici detergenty, chelatacni Cinidla a enzymy. Takto ziskand DNA se
srazi ethanolem a po dostatecném promyti se rozpusti ve vhodném pufru. Dale se mize
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vyuzivat izolace pomoci adsorpcnich kolonek, kdy se nukleové kyseliny sorbuji na povrch
z oxidu kiemicCitého v piritomnosti chaotropni soli (napf. jodid sodny). Sila vazby ptitom
zavidi na typu nukleové kyseliny, pH prosttedi a jeho iontové sile. Pro izolaci je také mozno
vyuzit fenol-chloroformovou extrakci, izolaci pomoci magnetickych ¢éastic nebo vysolovaci
metodu [39, 53].

K amplifikaci DNA dochazi pomoci pravidelnych a pfesné regulovanych zmén teploty,
které se méni v jednotlivych ¢astech cyklu. Tyto zmény teploty jsou zajiStény pomoci tzv.
termocycleru, do kterého se vkladaji zkumavky se vzorky v malém objemu (0,2 nebo 0,5 ml)
[39, 53].

Jeden cyklus amplifikace je zajiStén tfemi zakladnimi reakcemi:
1. Denaturace dvouietézcové DNA, kterd slouzi jako matrice pro nové vznikajici
komplementarni fetézce. Tento krok vétSinou probiha pfi teploté¢ od 94 do 98 °C po dobu 1 —
10 minut a dochézi k rozpleteni dvousroubovice piivodni DNA.
2. Navazani primeriu na jednorvetézcové molekuly DNA (rozpletena matrice). Primery jsou
oligonukleotidy velikosti obsahujici 18-28 nukleotidi a kazdy zdvojice primert je
komplementarni ke koncové sekvenci na protilehlych fetézcich amplifikované DNA. Teplota
pfipojeni primert je specificka pro kazdou sekvenci oligonukleotidii a stanovuje se na zakladé
zastoupeni G/C a A/T parii. Vhodna teplota pfipojeni primerti (tzv. annealingova teplota) je
v rozmezi 55-65 °C a doba potiebnd pro nasednuti primera se pohybuje od 15 do 60 s.
3. ProdluZovani fetézciu DNA neboli elongace. Teplota elongace je zavisla na pouzité¢ DNA
polymeraze a pohybuje se okolo 72 °C a doba elongace je mezi 20-60 s. VétSinou se vyuzivaji
termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganismii (napf. bakteridlni Tag
polymeréza z Thermus aquaticus). Doba prodluzovani je zavisla na pouzité polymeraze a také
na délce prodluZzovaného fetézce, pficemz prodluZzovani probihd ve sméru 5'— 3" od navazani
primert [39, 53].

Dostate¢né mnozstvi produktu je ve smési ptitomno po 30-35 cyklech. Vysledek PCR se
detekuje nejCastéji pomoci agarézové gelové elektroforézy nebo elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu [39, 53].
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Obrazek 16: Schéma PCR

Jak jiz bylo uvedeno vySe (viz. 2.3.3 PHA syntdza), produkce PHA je podminéna
pfitomnosti enzymu PHA syntaza, které je kodovana genem phaC. V tomto piipadé¢ jde tedy u
PCR o namnozeni useku DNA, ktery je zodpovédny za tvorbu PHA syntazy [14, 54].

Wang a kolektiv vyuzili pro detekci gent kddujicich PHA syntazu kolonovou PCR.
Primery méli navrzeny podle sekvence phaC genu u bakterie C. necator H16 (dtive Ralstonia
eutropha) a uvadéji, ze vysledky experimentu s témito primery prokazuji amplifikaci
fragmentu DNA genli kddujicich PHA syntdzu [55]. Metodu PCR pro detekci phaC genu
vyuZili 1 Solaiman a kolektiv u bakterii rodu Pseudomonas pro potvrzeni gentli pro produkci
mcl-PHA [56].

Polymerazovou fetézovou reakci pro amplifikaci fragmentu genu kodujiciho tvorbu PHA
syntazy ttidy 1 (phaC) a také tiidy I (phaCl a phaC2) pro detekci PHA produkujicich
bakterii vyuzili i Revelo Romo a kolektiv pti¢emz byly touto metodou schopni zjistit, zda
bakterie PHA produkuje a také o jaky typ polymerazy se jedna [57].

Ciesielski a kolektiv pouzili PCR k detekci genli pro PHA syntazu, pficemZ tyto geny
analyzovali u bakterii rodu Pseudomonas a Janthinobacterium, které izolovali ze
sladkovodnich nadrzi v podhtifi ledovce na Antarktidé a zjistili, Ze vSechny bakterie rodu
Pseudomonas mély potencial produkovat mcl-PHA a bakterie rodu Janthinobacterium mély
pfitomny geny pro produkci scl-PHA i1 mcl-PHA, tedy byl analyzovan gen pro tvorbu PHA
syntazy tiidy [ a I [58].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a bakterie

3.1.1 Chemikalie pro kultivaci

Nutrient Broth (HIMEDIA, IND)

Peptone (HIMEDIA, IND)

Beef extrakt (HIMEDIA, IND)

Agar powder (HIMEDIA, IND)

chlorid sodny p.a., NaCl (Lach-ner, CR)

siran amonny p.a., (NH4),SO4 (Lach-ner, CR)
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a., Na,HPO, - 12H,O (Lach-ner, CR)
dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., KH,PO, (Lach-ner, CR)
siran hofe¢naty heptahydrat p.a, MgSO, - 7H,0 (Lach-ner, CR)
chlorid Zelezity, FeCls (Lach-ner, CR)

chlorid vépenaty, CaCl, (Lach-ner, CR)

siran méd’naty, CuSO4 (Lach-ner, CR)

chlorid kobaltnaty, CoCl, (Lach-ner, CR)

chlorid nikelnaty, NiCl, (Lach-ner, CR)

chlorid méd’natyCuCl, (Lach-ner, CR)

chlorid vépenaty dihydrat, CaCl, - 2H,0 (Lachema, CR)

citrat Zelezito-amonny, (Fluka, CR)

D — fruktéza p.a., CéH 1204 (Lach-ner, CR)

D — glukéza p.a., C¢H 206 (Lach-ner, CR)

kyselina chlorovodikova 35% p.a., HCI (Lach-ner, CR)

3.1.2 Komponenty pro izolaci DNA, PCR a agaroézovou gelovou elektroforézu

souprava NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, SRN)

DNAZzol Direct (Molecular Research Center, USA)

master mix One Taq Hot Start (2x koncentrovany) se standartnim pufrem; slozeni:
20mM Tris-HCl (pH 8,9), 1,8 mM MgCl,, 22mM NH4ClL, 22mM KCI,
0,2 mM dNTPs, 5% glycerol, 0,06% IGEPAL CA-630, 0,05% Tween 20,
25 jednotek/ml One Tag Hot Start DNA polymeraza (New England BioLabs, UK)

25 mM MgCl, (Thermo Scientific, USA)

primery (Generi-Biotech, CR)

Tris (hydroxymethyl) aminomethan (Lach-ner, CR)

kyselina borita (Lachema, CR)

ethylendiamintetraacetat sodny (Lach-ner, CR)

bromfenolova modi (Serva, SRN)

glycerol (Lachema, CR)

agardza (Serva, SRN)

Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, SRN)
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e DNA standard (New England Biolabs, UK) obsahujici fragmenty o velikosti 1 517,
1 200, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200, 100 bp

e DNA standard (New England Biolabs, UK) obsahujici fragmenty o velikosti 3 000,
1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200, 100 bp

3.1.3 PouZzité primery
V experimentalni ¢asti se pracovalo se tfemi pary primert:

Tabulka 1: Vyuzité primery

. Teoreticka

Velikost . , _

(bp] Primer Sekvence bazi teplota tani
P °C]
16S-F AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 54.6

16S rRNA | 1500
16S-R GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 49 4
e . G-D GTG CCG CCS YRS ATC AAC AAG T 62.7
pha GIR GTT CCA GWA CAG SAK RTC GAA 54,5
s logs | EID_| GGA GCGTCG TAG ATG AGT AAC AAG AA 58

pha EIR AGG TTG GCG CCG ATG CCG TTG AA 66.2

3.1.4 Ostatni chemikalie
e cthanol 99,8% pro UV spektrometrii (Lach-ner, CR)
e Sudanové cerin B (Sigma Aldrich, SRN)
e Nilsk4 cerveni (Sigma Aldrich, SRN)

3.1.5 Pouzité pristroje
e laminarni box Aura mini (Bio Air Instruments)
e laminarni box Biohazard Airstream (ESCO)
e inkubator IP 60 (LTE)
e blokovy termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific)
e pratokovy cytometr Apogee A50 (Apogee Flow Systems)
e nanofotometr Pearl (Implen)
e laboratorni vdha Scout Pro (Ohaus)
e laboratorni vaha EW 620 (Kern)
e centrifuga AG 1-14 (Sartorius)
e centrifuga Mikro 120 (Hettich)
e centrifuga Z 100 M (Hermle LaborTechnik)
e gradientovy Palm-cycler (Corbett Research)
e zdroj napéti MP 300 V (Major science)
e dudlni vizualiza¢ni systém Ultra Viewer (Ultra Lum)
e transilumindtor TVR 3121 (Spectroline)
e Ramanovsky mikroskop (Renishaw)
e spektrometr Nicolet iS 50 FT-IR
e fluorescencni mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH
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3.1.6 Pouzité bakterie

V experimentalni ¢asti se pracovalo s bakteriemi Cupriavidus necator H16 CCM 3726,
Burkholderia cepacia CCM 2656, Pseudomonas chlororaphis CCM 1975T a Escherichia
coli CCM 7395, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity
v Brn¢€. Dale s bakteriemi Cupriavidus necator PHB'4, Burkholderia sacchari DSM 17165 a
Pseudomonas putida DSM 6125, které pochazeji z Leibnitz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures Braunschweig, Némecko.

3.2 Kultivace bakterii

3.2.1 Uchovavani bakterii a pfiprava inokula

Bakterie doddvané v lyofilizovaném stavu byly oziveny dle pfiloZzeného navodu a
kultivovany na Petriho miskach obsahujicich pevné médium Nutrient Broth v termostatu pfi
teploté¢ 30 °C. Po kultivaci byly bakterie uchovavany pii teplot¢ 4 °C a pravidelné
preockovavany na nové Petriho misky v intervalu asi 30 dni.

Inokula pro vSechny kultivace byla pfipravovana v Erlenmeyerovych bailkdch o objemu
100 ml obsahujicich 50 ml kultivatniho média Nutrient Broth. Inokulum bylo tfikrat
zaoCkovano z agarové plotny pomoci bakteriologické klicky. Kultivace byla provadéna na
temperované ttepacce pii teploté 30 °C a 170 rpm po dobu 24 hodin. Poté bylo inokulem
zaoCkovano mineralni (produk¢éni) médium. Do produkéniho média bylo obvykle
ptidavano 5 % z celkového objemu.

3.2.2 Kultiva¢ni média
Pro uchovani vSech pouzitych bakterii bylo pouZito pevné agarové médium Nutrint Broth o

sloZeni:

Pepton 10 g/l
Beef extrakt 10 g/l
NaCl 8 gl
Agar 20 g/l

Mineralni (produkéni) médium pro kultivaci bakterii Cupriavidus necator H16 a
Cupriavidus necator PHB™4 bylo pouzito:

(NH4)2SO4 3 g
NazHPO4 . 12H20 11,1 g
KH2P04 1,05 g
MgSO, - 7H,0 0,2 g
Fruktoza 20¢g

Roztok stopovych prvki' 1 ml
Destilovana voda 1000 ml
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'Roztok stopovych prvki

FeCl; 9,7¢

CaCl, 7.8 g

CuSOq4 0,156 g
CoCl, 0,119 ¢g
NiCl, 0,118 g
CuCl, 0,062 g
0,1 M HCI 1000 ml

Mineralni (produkéni) médium pro kultivaci bakterii Burkholderia cepacia a Burkholderia
sacchari bylo pouzito:

KH2P 04 1,5 g
NazHPO4 . 12H20 3,54 g
(NH4)2SO4 lg
MgSO, - 7TH,0O 02¢g
CaCl, - 2H,0 0,01 g
Citrat zelezito amonny 0,06 g
Glukéza 20¢g
Roztok stopovych prvka® 1 ml
Destilovana voda 1000 ml

*Roztok stopovych prvki

ZnSO4 : 7H20 0,1 g
MnCl, - 4H,0 0,03 g
H3BO3 0,3 g
CaCb : 6H20 0,2 g
CuSOy - 5 H,0 0,02 g
NiCl, - 6 H,O 0,02 g
Na2M004 -2 HQO 0,03 g
0,1 M HCI 1000 ml

Pokud bylo ptipravovano pevné (agarové) médium, bylo vzdy pridano 20 g/ 1 agaru.
3.3 Priprava roztoki

3.3.1 0,05% roztok Sudanové ¢erné
5 mg Sudanové cerné bylo rozpusténo v 10 ml 99,8% ethanolu.

3.3.2 0,3% roztok Sudanové ¢erné
30 mg Sudanové Cerné bylo rozpusténo v 10 ml 60% ethanolu.

3.3.3 Roztok Nilské ¢ervené
1 mg Nilské cervené byl rozpustén v 1 ml dimethylsulfoxidu.
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3.3.4 Priprava PBS pufru
Pro ptipravu PBS pufru bylo pouzito:

NaCl 8g

KCl 02¢g
KH,PO4 0,24 ¢
NazHPO4 . 2H20 1,44 g
Destilovana voda 1000 ml

3.3.5 Priprava TBE pufru pro gelovou elektroforézu
Pro ptipravu TBE pufru 10x koncentrovaného bylo pouZito:
Tris (hydroxymethyl) aminomethan 108 g

H3BO3 55 g
EDTA 93¢g
Destilovana voda 1000 ml

3.3.6 Priprava nanaseciho pufru pro agarézovou gelovou elektroforézu
Pro ptipravu nanéaseciho pufru bylo pouzito:

Bromfenolova modr 20 mg
Glycerol 3 ml
Destilovana voda 7 ml

3.3.7 Priprava 2% agarézového gelu pro elektroforézu

Ke 2 g agardzy bylo pfidano 100 ml TBE pufru. Smés byla zahtivana v mikrovinné troubé,
dokud nedoslo k varu a iplnému rozpusténi vSech pevnych castic. Poté bylo do gelu pfidano
5 pl barviva Midori Green a gel byl nalit do elektroforetické vanicky s hiebinky. Po ztuhnuti
byly hiebinky vyjmuty a bylo odfiznuto potfebné mnozstvi gelu. Nespotfebované mnozstvi
gelu bylo uchovavano zalité 1x koncentrovanym TBE pufrem v lednici.

3.4 Pouzité metody
3.4.1 Kultivacni techniky

3.4.1.1 Barveni kolonii Nilskou cerveni

Bylo piipraveno 250 ml agarového mineralniho média pro bakterie C. necator, B. cepacia
a B. sacchari. Po sterilizaci a vychladnuti média (cca 40 — 50 °C) bylo pfimo do média
pfidano 75 ul barviva Nilskad cervenl o koncentraci 1 mg/ml. Média byla nalita na Petriho
misky a po vychladnuti byla zaockovana ptislusnymi bakteriemi pomoci kiizového roztéru
bakteriologickou klickou a také roztérem ockovaci hokejkou. Poté byly bakterie kultivovany
pfi 30 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byl pod UV analyzatorem pozorovan rozdil
fluorescence.

3.4.1.2 Barveni kolonii Suddnovou cerni

Byly pfipraveny Petriho misky s agarovym mineralnim médiem pro C. necator, B. cepacii
a B. sacchari. Poté byla média zaockovana ptislusnymi bakteriemi pomoci kiizového roztéru
a kultivovéana pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci bylo na kolonie rozpraSeno 800 ul
0,05% ethanolického roztoku barviva Sudanova cCerni a barvivo bylo ponechano na koloniich
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po dobu 30 minut. Poté byly kolonie promyty 96% ethanolem a byl pozorovéan rozdil ve
zbarveni.

3.4.2 Mikroskopické techniky
Bakterie pro pripravu vzorkl pro mikroskopické techniky byly kultivovany v tekutém
minerdlnim médiu.

3.4.2.1 Barveni bunék Nilskou cCerveni

Byl odebran 1 ml bakteridlni kultury, ktery byl zcentrifugovan (10 000 rpm/5 min),
supernatant byl slit a nahrazen 1 ml PBS pufru. Smés byla poté centrifugovana
(10 000 rpm/3 min) supernatant byl odlit, byl ptfidan 1 ml 20% ethanolu a vzorek byl umistén
na 10 minut do lednice. Poté byl vzorek opét centrifugovan (10 000 rpm/3 min), byl odlit
ethanol a byl opét pfidan 1 ml PBS pufru a vzorek byl centrifugovan (10 000 rpm/3 min).
Poté byl opét odlit supernatant, ke vzorku byl pfidan 1 ml PBS pufru a 5 ul barviva Nilska
cerven o koncentraci 1 mg/ml. Takto pfipraveny vzorek byl pozorovan pomoci
fluorescencniho mikroskopu.

3.4.2.2 Barveni bunék Suddnovou cerni

Byl odebran 1 ml bakteridlni kultury. Poté byla smés dvakrat promyta 1 ml PBS pufru a
centrifugovdna (10 000 rpm/3 min). Po promyti byl pfiddn 1 ml PBS pufru a vzorek byl
nakdpnut na podlozni sklicko a ponechdn vyschnout na vzduchu pfi laboratorni teploté. Po
vyschnuti byl ptevrstven 0,3% ethanolickym roztokem Suddnové ¢erné a ponechdn 10 minut
stat. Po té bylo pfebytecné barvivo slito, vzorek byl promyt destilovanou vodou a sledovan
pod mikroskopem.

3.4.3 Spektroskopické techniky

3.4.3.1 Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Pro infracervenou spektroskopii byly bakterie kultivovany v tekutém minerdlnim médiu.
Bylo odebrano 10 ml kultury. Odebrané vzorky byly centrifugovany (10 000 rpm/3 min), poté
byla biomasa promyta destilovanou vodou a opét centrifugovana (10 000 rpm/3 min). Vzorky
byly poté suseny pti 74,5 °C do kompletniho vysuseni.

3.4.3.2 Ramanova spektroskopie

Pro Ramanovu spektroskopii byly vzorky pfipraveny kiizovym roztérem ptislusnych
bakterii na agarové mineralni médium, pfi¢emz bakterie byly kultivovany pti 30 °C po dobu
48 hodin, a poté bylo méfeno Ramanovo spektrum na Ramanovském mikroskopu Renishaw
piimo na bakterialni kultufe na Petriho misce (bez jakékoliv predupravy).

3.4.3 Priitokova cytometrie

Vzorky pro pritokovou cytometrii byly pfipraveny stejnym zptisobem jako vzorky pro
fluorescenéni mikroskopii, viz kapitola 3.4.2.1. Pfipravené vzorky byly méfeny na
pritokovém cytometru pii 600 PMT, kdy byl nastaven nastiik vzorku na 16,7 ul/min a
davkovani vzorku bylo 120 pl. Jako excita¢ni zdroj byl vyuzit laser o vlnové délce 488 nm.
Detekce fluorescence Nilské Cervené navazané na PHA granule byla uskutecnéna v kandle
FL2.
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3.4.4 Molekularné biologické metody

3.4.4. 1 Izolace bakteridlni DNA

Pro izolaci DNA byly bakterie o¢kovany kiizovym roztérem bakteriologickou kli¢kou na
agarové médium Nutrient Broth a kultivovany pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Vzorky
izolované DNA byly uchovavany pfi -30 °C.

Izolace pomoci komerc¢niho kitu Nucleo Spin Tissue

Do sterilni Eppendrofovy zkumavky bylo napipeotvano 200 pl T1 pufru. Poté bylo piidano
a resuspendovano asi 10’ bundk (asi 3 bakteriologické klicky), dale bylo ptiddno 25 pl
proteinasy K a 200 ul pufru B3. VSe bylo promichano a inkubovano pii 70 °C podobu
15 minut. Po inkubaci bylo pfidano 210 ul 96% ethanolu a smés byla opét dikladné
promichana. Nasledné byly pouzity specidlni nastavce se silikdtovou membranou do sbérnych
Eppendofovych zkumavek. Vzorek byl napipetovan na membranu a centrifugovan
(10 000 rpm/1 min). Sbérnd zkumavka byla vylita a znovu pouZzita. Na membranu bylo poté
napipetovano 500 ul BW pufru a vzorek byl opét centrifugovan (10 000 rpm/1 min). Daéle
bylo na membranu napipetovano 600 pul BS pufru a vzorek byl centrifugovan stejné jako
v ptedchozich ptipadech. Poté byla sbérna zkumavka vylita a vzorek byl jest¢ jednou
centrifugovan. Membrana byla vloZena do sterilni Eppendorfovy zkumavky, na membranu se
vzorkem bylo ptidano 100 ul BE pufru a vzorek byl opét centrifugovan jako v piedeslych
ptipadech. Pokud nebyl vzorek ihned vyuzit pro PCR, byl, uchovan pro dalsi pouziti.

Izolace pomoci DNAzol Direct Reagent

Suspenze bakteridlnich bun€k byla pfipravena tak, ze ve 100 ul sterilni vody byla
resuspendovana jedna bakteriologickd klicka bunék. Do sterilni Eppendorfovy zkumavky
bylo napipetovano 100 ul DNAzolu a bylo pfidano 10 ul ptfipravené suspenze. Vzorek byl
inkubovan pti 90 °C po dobu 15 minut, a pokud nebyl ihned vyuzit pro PCR, byl uchovan pro
dalsi pouziti.

Izolace tepelnou lyzi buiiky v BE pufru

Ve 100 pl BE pufru byla resuspendovana jedna bakteriologicka klicka bunék a vzorek byl
inkubovan pti 90 °C po dobu 15 minut. Poté byl vzorek centrifugovan (10 000 rpm/15 min) a
supernatant byl nasledné odebran do sterilni Eppendorfovy zkumavky. Pokud nebyl vzorek
thned vyuzit pro PCR, byl uchovén pro dal$i pouZiti.

3.4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Mgieni bylo provadéno na spektrofotometru NanoPhotometer™ Implen (lid 5), kdy byl
jako blank vyuzit BE pufr (izolace tepelnou lyzi buiiky) nebo DNAzol (izolace DNAzolem)
v mnozstvi 5 ul. Poté byly proméfeny vzorky izolované DNA v mnozstvi také 5 pl
Na pfistroji byla pifimo odectena hodnota koncentrace DNA v ng/ul a také pomér Ajeo/Axso,
jako ukazatel Cistoty DNA.
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3.4.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro PCR byla provadéna amplifikace fragmentu DNA ovelikosti 1500 bp pomoci primera
16S-F a 16S-R. Jedna se o fragment /6S rRNA, ktery se vyskytuje u v§ech bakterii a archaei a
kéduje ribozomalni RNA [59]. Byla provadéna také amplifikace fragmentu DNA o velikosti
551 bp pomoci primera G-D a GIR, které selektivné amplifikuji phaC gen kddujici tvorbu
syntazy tiidy I a II. Dale také fragmentu DNA o délce 1965 bp, pomoci primert EI1-D a E1R,
pro selektivni amplifikaci PHA syntazy tfidy II (syntéza mcl-PHA).

3.4.6.1 Piiprava PCR smési

Vsechny komponenty pro PCR byly pfed pouzitim kratce centrifugovany. Do zkumavky
pro PCR bylo napipetovano 12,5 ul master mixu, 8 pl sterilni vody, po 1 ul pfislusnych
dvojic vhodn¢ nafedénych primerti a 2 pul vzorku DNA. Pro negativni kontrolu byla misto
DNA matrice ptiddna sterilni voda o objemu 2 pl.

3.4.6.2 Pribéh amplifikace
Ptipravené vzorky byly kratce centrifugovany a umistény do termocycleru. Pouzity
teplotni program se lisil dle dvojic primerti a bude popsan ve vysledkové ¢asti.

Optimalizace annealingové teploty

Pro optimalizaci annealingové teploty (teplota pfipojeni primerti) byla ptipravena PCR
smés pro 13 reakci dle kapitoly 3.4.6.1, kterd byla rozpipetovana do dvanacti zkumavek pro
PCR. Pro optimalizaci byla pouzita stejnd DNA. Pfipravené vzorky byly kratce
centrifugovany a umistény do jedné fady termocycleru (12 pozic), kde byl nastaven gradient
annealingové teploty dle dvojic primert, jejichz annealingové teploty byly optimalizovany.

Optimalizace koncentrace Mg®" ionti

Do osmi zkumavek pro PCR bylo napipetovano 12,5 pl master mixu, po 1 pl ptislusnych
dvojic vhodné natedénych primerd a 2 pl vzorku DNA. Poté bylo do zkumavek dopipetovano
vypoétené mnozstvi roztoku MgCl, a sterilni vody, pro ziskani pozadované koncentrace Mg”"
iontll v reakci. Pro optimalizaci byla pouzita stejnd DNA. Pfipravené vzorky byly kratce
centrifugovdny a umistény do termocycleru, kde byl pouzit teplotni program s jiz
zoptimalizovanou annealingovou teplotou, ktery se opét lisil dle pouzitych dvojic primera.

Optimalizace ¢asovych useki PCR

Optimalizace ¢asovych usekd byla provadéna pouze u primerd E1-D a E1R. Do jedné
zkumavky byla pfipravena smés pro PCR dle kapitoly 3.4.6./ (s jiz zoptimalizovanou
koncentraci Mg*"). Takto pfipraveny vzorek byl poté kratce centrifugovan a byl vloZen do
termocycleru, kde byl pouzit teplotni program se zoptimalizovanou annealingovou teplotou a
s prodlouzenymi Casy nekterych krokt reakce (viz kapitola 4.5.6.3).

3.4.6.3 Detekce PCR produktu agarozovou gelovou elektroforézou

Byl piipraven 2% agar6ozovy gel. K5 ul nanaSeciho pufru bylo ptidano 10 pl PCR
produktu. Smés byla promichdna a nanesena do jednotlivych komirek gelu v mnozstvi 10 ul,
do zvlastni komurky byl nanesen standard. Vanicka s gelem byla vlozena do elektroforetické
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vany a prevrstvena asi 800 ml TBE pufru. Poté byla elektroforéza spusténa pii napéti 90 V.
Priblizné¢ po 90 minutdch byla elektroforéza zastavena a gel byl pozorovan pod UV
analyzatorem.

3.4.6.4 Velikostni standardy
Pro stanoveni velikosti produktli PCR pomoci agar6zové gelové elektroforézy byly vyuzity
dva DNA standardy. Standardy obsahovaly nésledujici fragmenty DNA:

- 1,517
— 3,000
- 1,200
- 1,000 —1,500
~ 900
- 800
N — 1,000
= 700 — 900
— 600 — 800
— 700
- 500/517 — 600
- 400 — 500
— 400
- 300 — 300
- 200 — 200
=100 — 100

Obrazek 17: DNA standardy (100 bp)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Prace je zaméfena na metody vhodné pro identifikaci bakterii produkujicich PHA a jejich
ptipadnou kvantifikaci ve smésném bakteridlnim konsorciu. V ramci prace byly vyuzity
kultivacni, mikroskopické, spektroskopické a také molekularni metody. Jednotlivé metody
byly nejen otestovany a optimalizovany, ale také porovnany, a to dle Casové a finanéni
naroc¢nosti, reprodukovatelnosti, opakovatelnosti 1 dalSich aspekti.

4.1 Kultiva¢ni techniky

Pro kultiva¢ni techniky byly vybrany bakterie Cupriavidus necator H16, Burkholderia
cepacia, Burkholderia sacchari jako kmeny PHA produkujici, a jako kmen PHA
neprodukujici mutantni bakterie Cupriavidus necator PHB4.

4.1.1 Barveni kolonii Nilskou ¢erveni

Nilska cerven je hydrofobni fluorescencni sonda, kterd pii inkorporaci do hydrofobniho
prostiedi, jako jsou pravé PHA granule, ale také naptiklad lipidické inkluze, vykazuje
intenzivni oranzovou fluorescenci. Voda pak fluorescenci Nilské ¢erven¢ zhasi. Spiekeeman a
kol. vyvinuli metodu spocivajici v ptidavku Nilské cervené do média pred zatuhnutim agaru.
Béhem rustu Nilska Cerven penetruje do bakteridlni buriky a bakteridlni buriky obsahujici
PHA granule vykazuji patficnou fluorescenci [60].

Cilem experimentu bylo otestovat tuto techniku s vySe uvedenymi kmeny a pozorovat
rozdily ve fluorescenci pod zdrojem UV zafeni v zavislosti na nepfitomnosti resp. pritomnosti
PHA.
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Obrazek 18:Cupriavidus necator PHB 4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari
(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerdalnim médiu s pridavkem Nilské cervené ockované

krizovym roztérem
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Obrazek 19: Cupriavidus necator PHB 4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari
(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerdalnim médiu s pridavkem Nilské cervené ockované

roztérem hokejkou

Na Obrazku 18 a Obrazku 19 jsou demonstrovany vysledky barveni kolonii Nilskou
¢erveni. Z obou obrazkid je patrné, ze vyssi fluorescenci pod UV analyzatorem vykazuji
kultury, které PHA produkuji, a to Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacia a
Burkholderia sacchari. U mutantni bakterie Cupriavidus necator PHB'4 pozorujeme
fluorescenci nizsi, coz je zpisobeno nepfitomnosti PHA granuli. Mala ¢ast Nilské cervené se
u PHA neprodukujici bakteridlni kultury pravdépodobné inkorporovala do membrany, kde
byla schopna poskytovat fluorescenci, ale jeji intenzita byla v porovnani s buiikami
obsahujicimi PHA vyrazné niz$i. Rozdily v intenzité fluorescence jsou viditelngjsi pti roztéru
hokejkou (Obrazek 19). Z tohoto obrazku je také patrné, Ze nejvyssi fluorescenci vykazuji
buiiky bakterie Burkholderia cepacia.

Tuto metodu je tedy principielné mozno vyuzit pro identifikaci ptipadné kvantifikaci PHA
akumulujicich kmenii ve smésném bakteridlnim konsorciu. Mezi hlavni vyhody metody
muzeme zafadit jeji relativné rychlé a jednoduché provedeni a vyhodnoceni. OvSem vysledky
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jsou ovlivnény kultivacnimi podminkami. Je mozné, ze kultivaéni podminky (zvolené
kultivacni médium, teplota, uhlikaty substrat, atd.) neaktivuji akumulaci PHA ani u nékterych
bakteridlnich kmenti, které disponuji schopnosti biosyntézy PHA (faleSné negativni
vysledky). Vyhodnoceni miize byt v nékterych ptipadech nejednozna¢né — coz jsme mohli
pozorovat u kiizového roztéru bakterii na Obrdazku 18 a technika muize také poskytovat
falesné vysledky, jelikoz Nilska cerven je barvivo, které se neselektivné vaze na vSechny
lipofilni struktury v buiice, jako jsou napiiklad bunééné membrany a membrany organel. Je
tedy mozné, ze PHA akumulujici bakteridlni izolaty mohou byt nespravné oznacena. Totéz
plati pro bakterialni buiiky schopné akumulace lipidt ptipadné bakteridlni izolaty vykazujici
silnou autofluorescenci.

4.1.2 Barveni kolonii Sudanovou ¢erni

Dalsi testovanou lipofilni barvickou byla Sudanova cerii. I tu je mozné vyuzit k barveni
bakterialni kultury narostlé na pevném médiu, nicméné na rozdil od Nilské Cervené ji neni
mozné piidat piimo do kultivacniho média. Barveni ethanolovym roztokem Suddnové ¢erné a
nasledné odbarveni pomoci ethanolu je podrobné popsano v kapitole 3.4.7.2 a jeho provedeni
prakticky ukonéi kultivaci, protoZe ethanol bakterialni kulturu spolehlivé inaktivuje. Naopak
u barveni pomoci Nilské cervené popsanému v kapitole 4.1.1 je teoreticky mozné pozorovat
zménu v obsahu PHA v priibéhu kultivace opakované.
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Obrdzek 20: Cupriavidus necator PHB 4 (4), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari
(C) a Burkholderia cepacia (D) na minerdlnim médiu s naslednym obarvenim ethanolickym roztokem

Suddanové cerné

Po obarveni bun€k Sudidnovou cerni muzeme vidét zietelné rozdily ve zbarveni
jednotlivych bakteridlnich kultur. Bakteridlni kultura Cupriavidus necator PHB'4 neni
zbarvena vibec, zatimco ostatni testované bakteridlni kultury — Cupriavidus necator H16,
Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia jsou zbarveny modie. MiZzeme tedy fici, ze
bakterie produkujici PHA ziskdvaji plisobenim Suddnové cerné modré zbarveni, coZ je opét
zpusobeno piitomnosti lipofilnich granuli PHA v burice. Vyhody a nevyhody metody jsou
podobné jako v pfedchozim ptipadé. Za danych kultivacnich podminek tedy hrozi falesné
negativni stanoveni izolatl v disledku nedostatecné aktivace biosyntézy PHA u izolath
s PHA akumulacnim potencidlem a naopak falesn¢ pozitivni stanoveni pii analyze
bakterialnich izolathh akumulujicich vyznamné mnoZstvi lipidi. OvSem dal$i nevyhodou této
metody je vEtsi Casova narocnost oproti barveni Nilskou ¢erveni, jelikoz se butiky Suddnovou
¢erni barvi az po kultivaci.
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4. 2 Mikroskopické techniky

Pro mikroskopické techniky byly vybrany bakterie Cupriavidus necator H16 a
Cupriavidus necator PHB'4. Bakterialni buiiky byly obarveny Nilskou ¢erveni a Sudanovou
¢erni podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.2.1 a 3.4.2.2.

4.2.1 Barveni bunék Nilskou ¢erveni
Bunky obarvené Nilskou ¢erveni byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem.

A B

Obrdazek 21: Cupriavidus necator PHB 4 (4) a Cupriavidus necator H16 (B) po obarveni Nilskou

Cerveni pozorovany fluorescencnim mikroskopem

Ob¢ bakterie maji tyCinkovity tvar. Zatimco buiiky mutantniho kmene jsou pod
fluorescenénim mikroskopem viditelné jako celek (Nilskd cervenn slabé fluoreskuje
z bunécnych obali), u bakterie C. necator H16 jsou v bunkach zfetelné granule PHA a
muzeme také pozorovat, ze buriky s obsahem PHA jsou protazeny do vétsi délky. Je tedy
patrné, Ze vyssi fluorescenci vykazovaly bunky C. necator H16. Velkou vyhodou této
techniky je to, ze vidime pfimo buiky a mizeme tedy pozorovat obsah PHA, ¢imz jsou
vylouceny falesné pozitivni vysledky v disledku silné autofluorescence ptipadné¢ i akumulace
lipidi. Mezi nevyhody bychom mohli zaradit vétsi casovou narocnost, nez tomu bylo u
kultivacnich technik a stejné¢ jako v predchozim piipadé je vysledek analyzy zavisly
na vhodnosti kultiva¢nich podminek pro biosyntézu PHA u testovanych bakterialnich kultur.

4.2.2 Barveni bunék Sudanovou ¢erni
JelikoZ Sudanova ¢erii neni fluorescenéni barvivo, byl pro pozorovani bunék obarvenych
timto barvivem vyuzit svételny mikroskop.
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Obrazek 22: Cupriavidus necator PHB 4 (A) a Cupriavidus necator H16 (B) po obarveni Suddnovou

Cerni pozorovany svetelnym mikroskopem

I zde je ziejmé, Ze bakterie C. necator maji ty¢inkovity tvar. Po porovnani viditelnosti
bun¢k obou kmenl muizeme fici, Ze buiiky bakterie C. necator PHB'4 jsou pomérné Spatné
viditelné, naopak buiiky obsahujici PHA granule jsou pravdépodobné v dusledku vyssiho
kontrastu daného Sudénovou cerni 1épe viditelné. OvSem rozdily mezi obéma kmeny jsou
nepiili§ patrné a pii niz§im obsahu PHA by pravdépodobné bylo PHA produkujici kulturu od

v

techniky kultivacni.

4.3 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla v ramci diplomové prace vyuzita pro stanoveni intenzity
fluorescence bakterii Cupriavidus necator PHB4, Cupriavidus necator H16, Burkholderia
sacchari a Burkholderia cepacia. Fluorescence byla u bun¢k vzdy méfena s pouzitim barviva
Nilska cervenl. Ukazatelem intenzity fluorescence byla stiedni hodnota fluorescence (Mean),
vysledky je také mozné zndzornit ve form¢ histogramu, kde na ose X je vynesena intenzita
signalu prislusné fluorescence a na ose Y pocet udalosti (bun¢k) odpovidajici dané intenzité
signdlu. Histogram tedy umoziiuje provést relativné podrobnou analyzu urcitého znaku
v testované bakteridlni populaci, pfiCemZ jednotlivym subpopulacim odpovidaji jednotlivé
piky v histogramu. Piikladem miize byt zdznam cytometrické analyzy kultury B. cepacia
na Obrdzku 23 (D). Cervena Sipka ukazuje subpopulaci bunék vykazujici nizkou intenzitu
fluorescence, tedy bunék které pravdépodobné neobsahovaly PHA. Zelend Sipka pak oznacuje
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majoritni subpopulaci vykazujici vyrazné vyssi fluorescenci, tedy buiiky bohaté na PHA.
Pritokova cytometriec je tedy schopna postihnout heterogenitu distribuce PHA i
v bakteridlnich monokulturdch. Pomoci vhodného softwaru je moZné snadno provést
absolutni i relativni kvantifikaci jednotlivych subpopulaci a odecist tak, kolik bunék je PHA
pozitivnich a kolik PHA negativnich.
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Obrazek 23: Histogram pri mérent fluorescence mutantniho, neprodukujiciho kmene -- Cupriavidus
necator PHB-4 (A) a producentit PHA Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C),

Burkholderia cepacia (D) pri obarveni Nilskou cerveni

Tabulka 2: Stiedni hodnoty fluorescence testovanych kmenii pri méreni pritokovym cytometrem

Mikroorganismus Stiredni hodnota fluorescence
Cupriavidus necator PHB 4 78
Cupriavidus necator H16 1697
Burkholderia sacchari 3186
Burkholderia cepacia 1441

Princip barveni Nilskou ¢erveni pro pritokovou cytometrii je stejny jako u barveni kolonii
nebo barveni pro fluorescenéni mikroskop. Nejvyssi primérna intenzita fluorescence byla

cvwr

vykazovaly builky bakterie Cupriavidus necator PHB4 . Rozdily mezi intenzitou
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fluorescence producentli a mutantniho kmene jsou znatelné. Zatimco producenti vykazuji
intenzitu fluorescence v fadech tisicli, u mutantniho kmene je to pouze fad desitek.
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Obrazek 24: Oznaceni populace (SALS - Small angle light scattering, LALS - large angle light

scattering)

4.4 Spektroskopické techniky

Pro spektroskopické techniky byly vyuzity bakterie Cupriavidus necator HI16,
Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari a Cupriavidus necator PHB4.

4.4.1 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Dalsi potencidln¢ velice uzitenou skupinou metod jsou spektroskopické techniky.
Nejdiive jsme se vénovali infraervené spektroskopii. Ta je schopna detekovat Sirokou paletu
molekul a jednoznacné prokéazat jejich ptitomnost ve vzorku. Diky této své vlastnosti by
mohla pro nd$ ukol, stanoveni ptitomnosti PHA v bakteridlnich buiikédch, byt idedlni.
Vysledky FTIR analyzy pro bakterie C. necator H16 a C. necator PHB'4, B. cepacia a B.
sacchari jsou presentovany na Obrdzku 25.
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Burkholderia sacchari

Burkholderio cepocia

Cupriovidus necator H16

Cupriovidus necator PHB-4

Obrdzek 25: IC spektra vybranych bakteridlnich kmenii

Spektra jednotlivych bakteridlnich kultur jednozna¢né dokazuji, Ze v absorpénim spektru
v infracervené oblasti existuji piky typické pro PHA (na Obrdzku 25 zndzornény oranZovymi
pasy). Takze FTIR spektroskopii je principidlné mozné pouzit k prikazu PHA v bakteridlni
biomase. Vzhledem k povaze FTIR je moZzné dokonce ptedpokladat, ze podrobnou analyzou
spektra by bylo mozné identifikovat typ polymeru (mcl-PHA a nebo scl-PHA). Na druhou
stranu, velkou nevyhodou FTIR je, Ze analyzované vzorky musi byt zbaveny vody. Vysuseni
biomasy nejen komplikuje identifikaci pfedevS§im svymi ¢asovymi naroky a také vysokymi
pozadavky na minimalni mnozstvi biomasy, ale také znemoziuje dal$i kultivacni praci
s analyzovanymi bakteridlnimi izolaty.

4.4.2 Méieni Ramanova spektra Ramanovskym mikroskopem

Méieni probihalo na Ramanovském mikroskopu Renishaw na Ustavu piistrojové techniky
Akademie véd CR v Brng, pfi¢emz jako vzorky byly vyuzity bakterie Cupriavidus necator
PHB4, Cupriavidus necator H16, Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia o¢kované
na minerdlnim agarovém médiu. Méfeni bylo provddéno piimo na koloniich na Petriho
miskach.

Ramanova mikrospektroskopie ma oproti FTIR spektroskopii velkou vyhodu pfi analyze
biologickych vzorkd, protoze umoziiuje ptimou analyzu vysoce hydratovanych vzork, tedy i
viabilnich bun¢k. Zatimco v infradervené spektroskopii vykazuje voda Siroky absorpéni
pik, ktery interferuje a svou intenzitou zastini vétSinu analyticky relevantnich funkénich
skupin, v Ramanové spektroskopii poskytuje voda ve spektru relativné uzky pik, ktery navic
neinterferuje s dalSimi vyznamnymi skupinami. Proto bylo v nasem piipadé¢ mozné provést
analyzu ptitomnosti PHA granuli v bakteridlnich burnikdch pfimo na Petriho miskéach
(viz. Obrazek 26). Tuto techniku je tedy mozné pouzit kanalyze =zastoupeni PHA
akumulujicich kmenid ve smésné bakterialni kulture, kterd byla vyseta na misku, protoze
postupné¢ mohou byt proméfeny jednotlivé kolonie a jednoznaéné mulze byt prokazana
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pritomnost nebo absence PHA granuli v buiikach. Nevyhodou této metody je pak to, ze je
prakticky nemozné béhem méfeni udrzet sterilni podminky a s analyzovanymi vzorky neni
z divodu pravdépodobné kontaminace mozné dale kultiva¢né pracovat.

Obrazek 26: Mereni Ramanova spektra Ramanovskym mikroskopem u bakterie Cupriavidus
necator PHB-4, celkovy pohled (vievo) a detail pri excitaci laserem (vpravo)
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Obrazek 27: Ramanovo spektrum nameérené Ramanovskym mikroskopem pro Cupriavidus
necator PHB 4 (A), Cupriavidus necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C) a Burkholderia
cepacia (D), barevnymi zonami jsou zndzornény pasy jednoznacné prislusejici PHA
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Obrazek 28: Povrch bakteridlnich kolonii Cupriavidus necator PHB-4 (A), Cupriavidus
necator H16 (B), Burkholderia sacchari (C) a Burkholderia cepacia (D) pozorovanych Rmanovskym

mikroskopem pri excitaci laserem

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.4.3.2, pro kmeny produkujici PHA jsou charakteristické
péasy v oblasti 1734 cm™. Na Obrdzku 27 miZzeme vidét Ramanovo spektrum pro viechny
Styfi testované kmeny. Z tohoto obrazku je patrné, Ze mutantni bakterie C. necator PHB™ (A)
nevykazuje zaddny pés v oblasti 1734 cm™, zatimco vSechny ostatni bakteridlni kultury maji
v této oblasti pasy viditelné. Dale mizeme také fici, Ze nejvyssi obsah PHA maji bunky C.
necator H16 (B), dale B. sacchari a nejméné PHA obsahuji buniky B. cepacie. Velkou
vyhodou této metody, pii méfeni Rmanovskym mikroskopem, je jeji nenaro¢nost. Diky tomu,
ze analyza probihd piimo po kultivaci na miskéach, jde o velmi rychlou, jednoduchou a
prikaznou analyzu. Dalsi vyznamnou vyhodou Ramanovy mikrospektroskopie oproti vyse
popsanym kultivaénim a mikroskopickym technikdm je jednoznacnost prikazu PHA
v bakterialnich burkach, protoze Ramanovsky pas odpovidajici PHA neni mozné zaménit
s lipidy ani jinymi vyznamnymi metabolity. Ramanovska mikrospektroskopie je také schopna
jednoznacéné detekovan i1 nizké obsahy PHA v burtikach (viz B. cepacia (D) na Obrazku 27) a
dokonce je mozné predpokladat, ze pti spravné interni kalibraci by bylo mozné provést i
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pfibliznou kvantifikaci obsahu PHA v analyzovanych vzorcich. Nevyhoda této techniky je,
stejné jako u vSech analytickych technik analyzujici PHA na urovni fenotypu, zavislost
vysledkli analyzy na kultiva¢nich podminkach a tedy moznost faleSné¢ negativniho urceni
PHA akumulaéniho potencialt u bun¢k kultivovanych za nevhodnych podminek.

4. 5 Identifikace schopnosti akumulovat PHA pomoci molekularné biologickych
technik

Cilem této Casti prace bylo zavést metodu, ktera bude schopna identifikovat potencial
bakteridlnich kment akumulovat PHA na tdrovni genotypu. Jako metodu jsme vyuzili
polymerdzovou ftetézovou reakci (PCR), ktera dokdze namnozit specificky tsek DNA.
Predkrokem PCR je samotna izolace DNA. Za timto ucelem jsme vyuzili tii rtiznych
izola¢nich pfistupi a tyto ¢astecné srovnali. Jednd se o izolaci pomoci komeréné dostupného
izola¢niho kitu Nucleo Spin Tissue a déle o rychlou izolaci zaloZenou na chemické lyzi bunky
pomoci reagentu DNAzol Direct a taktéz jsme vyuzili teplotni lyze buriky.

Za ucelem amplifikace byly navrzeny reakce tak, aby v prvni reakci byly detekovany jak
16S TRNA (kontrola izolace), tak soucasné i phaC gen zodpovédny za syntézu PHA. Toto
bylo navrzeno jako multiplexni PCR (vyuzivajici vice primert v jedné reakci). Posledni
nezavisla PCR spocivala v amplifikaci genu phaC1, umoziiujiciho urcit substratovou specifitu
PHA syntazy, protoze amplikon vznikajici v této reakci je specificky pro PHA syntazu
katalyzujici biosyntézu mcl-PHA. Jednotlivé reakce byly optimalizovany a budou
specifikovany v textu niZe.

4.5.1 Izolace bakterialni DNA kitem Nucleo Spin Tissue

DNA byla izolovana z bakteridlnich bun¢k Cupriavidus necator H16, Burkholderia
cepacia a Escherichia coli pomoci komer¢niho kitu Nucelo Spin Tissue. Pfitomnost
bakterialni DNA byla prokdzana pomoci PCR reakce s primery cilenymi do oblasti /6S rRNA
a produkty reakce byly nasledné detekovany agarézovou gelovou elektroforézou a
alternativu k potencidlnimu karcinogennimu ethidium bromidu. Jako DNA standard byl
vyuzit Zebti¢ek obsahujici fragmenty od 1517 do 100 bp. Podminky PCR byly nastaveny
podle protokolu k pouzité polymeraze a annealingova teplota byla volena podle vypoctenych
teoretickych teplot jednotlivych primerti. U jednoho vzorku byla také provedena orientaéni
PCR s primery pro phaC gen, tzn. annealingova teplota zde byla stejna jako u /65 rRNA.
V tomto piipadé jednalo o zkousku, zda budou primery cilené na phaC gen nasedat pii stejné
teplot& jako primery pro /65 rRNA. Koncentrace Mg”" iontd byla 1,8 mM. Pro PCR (primery
cilené do oblasti /65 rRNA a phaC genu) byl navrzen nésledujici teplotni program:
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Tabulka 3: Teplotni program pro PCR s primery cilenymi do oblasti 16S rRNA a phaC

Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cyklu
1 94 30 1
94 30
2 54 30 30
68 90
3 68 300 1
4 60 1

H16 B.c. E.c. H16 IK NK 7Z
1 2 3 4 5 B 7

PHAc 168 168

Obrazek 29: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR reakce po izolaci DNA komercnim kitem
Nucleo Spin Tissue z bakterialnich bunék C. necator HI16 (1, 4), B. cepacia (2) a E. coli (3). Do gelu
byla nanesena také izolacni kontrola (5), negativni kontrola (6) a DNA standard (7).

Vysledek agarézové gelové elektroforézy, uvedeny na Obrazku 29, prokézal ptitomnost
amplifikovaného fragmentu o velikosti asi 1500 bp (/65 rRNA). Amplifikace oblasti
16S TRNA je totiz typickd pro vSechny bakterie, kdezto phaC gen neni pfitomen u vSech
bakterii. Behy 1 — 3 ukazuji pozitivni vysledek amplifikace /65 rRNA. V béhu 4 je potom
pozitivni vysledek PCR s primery cilenymi na phaC gen. Zde jde pouze o orientacni reakci,
touto problematikou se budeme zabyvat dale. Negativni kontrola, nanesend v b&hu 6,
nevykazuje zaddné znamky piitomnosti bakterialni DNA, ¢imz byla potvrzena Ccistota
komponent pro PCR a také spravna manipulace s nimi. Béh 5 pak predstavuje izolacni
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kontrolu, coz je kontrola komponent izola¢niho kitu a Cistoty pracovniho postupu izolace
DNA. JelikoZz se izolacni kontrola délala jako prvni a vSechny zkumavky s bakteridlnimi
kmeny se ihned po manipulaci uzaviraly, neptedpokladame, ze by kontaminace, ktera je dost
siln4, byla zpiisobena $patnym pracovnim postupem. Zde predpokladame, Ze komponenty,
prilozené filtracni zkumavky apod. byly kontaminované bakterialni DNA jiz z vyroby. Taktéz
vyrobce nedeklaruje DNA a bacterial DNA free kit. Vzhledem k pomérné vysoké narocnosti a
slozitosti izolace, a také k pfitomnosti kontaminace, nebyla metoda nadéile pro izolaci
vyuzivana.

4.5.2 Prima izolace bakterialni DNA pomoci DNAzolu a tepelnou lyzi buniky

Pro izolaci byly vyuzity bakteridlni kultury Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator
PHB4, Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari, Pseudomonas putida, Pseudomonas
chlororaphis a Escherichia coli. Po izolaci byla provedena PCR pro kontrolu cistoty
1zola¢nich komponent (DNAzolu a pufru). PCR probihala pfi teplotnim programu popsaném
v Tabulce 3 s koncentraci Mg2+ ionti 1,8 mM. Jako DNA standard byl vyuzit Zebticek
obsahujici fragmenty od 1517 do 100 bp.

RiCondIC] g 13

Bp

1500

1000

Obrazek 30: Kontrola cCistoty izolacnich komponent pred sterilaci (vlevo) a po sterilaci (vpravo),
izolace DNAzolem (1), izolace tepelnou lyzi buriky (2)

V levé casti Obrazku 30 jsou vysledky kontroly cistoty izola¢nich roztokli bez jejich
sterilace. V b¢hu oznaceném jako IK1 a IK2 jsou jasné viditelné produkty PCR o velikosti asi
1500 bp (16S rRNA charakteristickou pro bakterie). Jako pozitivni kontrola (PK) byla pouzita
DNA izolovana z bakterie C. necator H16 tepelnou lyzi bunky. Jelikoz byly i tyto izola¢ni
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komponenty kontaminované, byla navrzena jejich sterilace. Sterilace byla provadéna pfi
teploté 121 °C po dobu 25 minut. Vysledky kontroly Cistoty pro sterilované izola¢ni roztoky
vidime v pravé ¢asti Obrazku 30. Zde je jiz patrné, Ze ob& izola¢ni kontroly jsou bez
kontaminace. V obou pfipadech miizeme také sledovat, ze negativni kontrola (NK) neni
kontaminovana.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314
H16 PHBBc Bs Pch Pp Ec H16 PHBBc Bs Pch Pp Ec IKl1 IK2 NK Z

—

I
\ r—-' I\—”
\

| |
i DNAzol Pufr DNAzol

Obrazek 31: Gelova elektroforéza produktii izolace tepelnou lyzi buriky (1-7) a DNAzolem (8-14), béh
1 a8—C. necator H16, beh 2 a 9 — C. necator PHB 4, béh 3 a 10 — B. cepacia, beh 4 a 11 — B.
sacchari, beh 5 a 12 — P. chlororaphis, béh 6 a 13 — P. putida a béeh 7 a 14 — E. coli

Pro PCR byly vyuzZity ob¢ sady primerti (pro /6S rRNA a pro phaC gen) v jedné reakci —
multiplexni PCR. V béhu 1 — 7 je nanesena DNA izolovana tepelnou lyzi builky za pouziti
pufru (tepelnd lyze) a v béhu 8 — 14 DNA izolovand DNAzolem (chemicka lyze). Po srovnani
obou typl izolace mizeme fici, Ze PCR produkty izolované tepelnou lyzi buiiky za pouziti
pufru vykazuji viditelnéjsi vysledky nez izolace DNAzolem. V bé¢hu 1 —4 a 9 a 13 vidime, ze
doslo k amplifikaci obou gent. Naopak v béhu 5, 6, 8, 10 a 12 doslo k amplifikaci pouze genu
pro phaC a v béhu 11 probéhla pouze amplifikace genu pro /6S rRNA. V prvnim pfipade,
amplifikace pouze phaC genu a ne 165 rRNA (ktera je typicka pro vSechny bakterie a mé¢la by
mit tedy ve vSech piipadech pozitivni vysledek) byla zplisobena velikosti vysledného
amplikonu. Amplikon specificky pro phaC gen je mnohem krats$i Uisek a dochazi zde tedy
k preferen¢ni amplifikaci. Amplikon oblasti /6S rRNA se tedy v nékterych ptipadech nemusi
pfi pozitivnim vysledku amplifikace phaC objevit. Pti pozitivnim vysledku amplifikace phaC
genu neni amplikon 7/6S rRNA dilezity. Amplikon /6SrRNA nds informuje v ptipadé
negativniho vysledku amplifikace phaC genu o spravnosti izolace. Podminky této PCR
nebyly optimalizovany, ale Slo pouze o kontrolu izolace DNA. Izolovanda DNA byla
potvrzena u izolatd z C. necator H16, C. necator PHB-4, B. cepacie, B. sacchari a P.putidy.
U izolatu P. chlororaphis doslo pouze k amplifikaci genu pro phaC a u izolatu z E. coli nebyl
detekovan zadny vysledek amplifikace. U izolac¢nich kontrol ani negativni kontroly nebyly
detekovany kontaminace. Nasledn¢ byla provedena optimalizace PCR — bude uvedeno dale.
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4.5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované bakterialni DNA

Pro stanoveni koncentrace a &istoty izolované DNA byl pouZit piistroj NanoPhotometer' ™
Implen. Pro posouzeni ¢istoty DNA slouzila hodnota Aje0/Axso. Cista DNA obvykle vykazuje
hodnoty poméru Ajzep/Azsg v rozmezi 1,8 —2,0 ptiCemZ hodnoty nizsi nez 1,8 poukazuji na
kontaminaci proteiny, pokud je naopak hodnota vyssi nez 2, je vzorek kontaminovan RNA
[61].

Tabulka 4: Koncentrace a cistota izolované DNA

Typ izolace
Tepelna lyze buiiky DNAzol
Vzorek ¢ DNA [ng/ul] Ase0/Aago ¢ DNA [ng/ul] A0/ Asgo
C. necator H16 191,0 2,068 72,8 1,540
C. necator PHB4 290,0 1,983 106,0 1,527
B. cepacia 149,0 1,697 31,5 1,432
B. sacchari 124,0 1,814 7,5 1,364
P. chlororaphis 158,0 1,667 22,0 1,630
P. putida 77,5 1,330 44,0 1,323
E. coli 68,8 1,425 29,0 1,390

Koncentrace izolované DNA se pohybovala od 7,5 do 290 ng/ul. Pfi izolaci tepelnou lyzi
buiiky byla izolovana DNA ve vyssi koncentraci neZ pii izolaci DNAzolem, pfi¢emz nejvyssi
koncentrace DNA byla izolovana z bakterie C. necator PHB4 a to tepelnou lyzi buiikky. DNA
1zolovand DNAzolem, vykazovala vétsi znecisténi proteiny nez DNA izolovana tepelnou lyzi
buriky.

4.5.4 Optimalizace PCR s primery cilenymi do oblasti 7165 rRNA a phaC

Byla provedena optimalizace annealingové teploty, pro kterou byl vybran vzorek B.
sacchari izolovany tepelnou lyzi buiiky a dale také optimalizace koncentrace Mg®" ionttl, kde
byl vyuzit vzorek P. putida izolovany DNAzolem. Jako DNA standard byl vyuzit Zebticek
obsahujici fragmenty od 1517 do 100 bp. Gelova elektroforéza produkti PCR s témito
primery je uvedena na Obrdzku 31 v kapitole 4.5.2.

4.5.4.1 Optimalizace annealingové teploty pro oba primery — gradientova PCR

Pro optimalizaci annealingové teploty byl pouZzit teplotni program popsany v Tabulce 3,
na termocycleru byl nastaven gradient od 52 do 62 °C (tzv. gradientova PCR, coz znamena,
ze pti stejném cyklu lze nastavit v riiznych pozicich termocycleru rizné teploty). Teploty
v jednotlivych pozicich termocycleru jsou uvedeny v Tabulce 5:

Tabulka 5: Teploty annealingu v jednotlivych pozicich termocycleru (16S rRNA a phaC)

Pozice 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T [°C] 51,9 | 52,8 | 53,8 | 54,7 | 55,7 | 56,5 | 57,4 | 58,2 | 59,1 | 60,0 | 60,9 | 61,8
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Obrdazek 32: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii optimalizace annealingové teploty pro
primery cilené do oblasti 16S rRNA a phaC, Z — Zebricek

PCR byla provedena pro oba primery zvlast a také dohromady v jedné reakci, jako
multiplexni PCR. Na Obrdzku 32 je jasné viditelné, ze nejlepsiho vysledku pro oba primery
dohromady bylo dosazeno v bézich 3 a 4, pticemz nejsilné€jsi bandy jsou viditelné u cisla 4.
To odpovida teplotam 53,8 °C (3) a 54,7 °C (4). Z vysledku optimalizace byla jako nejlepsi
annealingova teplota zvolena teplota 55 °C.

4.5.4.2 Optimalizace koncentrace Mg2 " iontii (multiplexni PCR oblasti 16S rRNA a phaC)
Pro optimalizace koncentrace Mg®" ionti byly zvoleny koncentrace uvedeny v Tabulce 6:

Tabulka 6: Koncentrace Mg’" iontii pro o,

ptimalizaci

Cislo vzorku

1*

2

3

4

¢ Mg”* [mM]

1,8

2,0

2,2

2,4

2,5

2,6

2,8

3,0

* pivodni koncentrace
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Pro PCR byl vyuzit teplotni program s jiz zoptimalizovanou annealingovou teplotou 55 °C:

Tabulka 7: Teplotni program PCR pro optimalizaci koncentrace Mg’ iontii

Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cykla
1 94 30 1
94 30
2 55 30 30
68 90
3 68 300 1
4 60 1

| 203 45 6 Vi

- B -

lsﬂwerdi-iﬂtﬂ“

Obrazek 33: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii - optimalizace koncentrace
Mg>*(16S rRNA a phaC)

Z Obrazku 33 je  patrné, ze nejlepStho  vysledku PCR  bylo dosazeno
s koncentraci Mg*" 2,6 mM (b&h 6).

4.5.5 PCR s primery cilenymi na phaCl gen

Byla provedena orientaéni PCR se sadou primeri pro phaCI pii pavodni koncentraci Mg”*
iontl 1,8 mM. Jako vzorky byly vyuzity izolaty DNA z bakterii C. necator H16, B. cepacia,
B. sacchari a P. putida izolované DNAzolem. DNA standard byl Zebticek obsahujici
fragmenty od 1517 do 100 bp. Pro PCR byl nastaven nasledujici teplotni program:
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Tabulka 8: Teplotni program pro PCR s primery cilenymi do oblasti phaCl

Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cyklu
1 94 30 1
94 30
2 60 30 30
68 90
3 68 300 1
4 60 1

Pp IK NK Z

.
.

Obrdazek 34: Gelova elektroforéza produktii orientacni PCR s primery cilenymi do oblasti phaCl, beh
1 —C. necator H16, béh 2 — B. cepacia, beh 3 — B. sacchari, béh 4 — P. putida

V této reakci byla vyuzita sada primert pro amplifikaci fragmentu DNA o velikosti
1965 bp odpovidajici genu pro phaCl, tedy genu kddujiciho tvorbu enzymu PHA syntdza
zodpovédné za produkci mcl-PHA. Je ziejmé, Ze k amplifikaci fragmentu doSlo pouze u
vzorku naneseném v béhu 4 — Pseudomonas putida. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické Casti
prace, schopnost produkce mcl-PHA maji bakterie rodu Pseudomonas. Ostatni bakterialni
kmeny vyuzité v reakci tuto schopnost nemaji, a proto nemohlo dojit k amplifikaci fragmentu.

4.5.6 Optimalizace PCR s primery cilenymi na phaCl gen
Pro optimalizaci byl pouZit izolat Pseudomonas putida, izolovany DNAzolem. Jako DNA
standard byl vyuzit Zebticek obsahujici fragmenty od 3000 do 100 bp.

4.5.6.1 Optimalizace annealingové teploty — gradientova PCR

Pro optimalizaci annealingové teploty byl pouzit teplotni program popsany v Tabulce 3
s nastavenym gradientem teplot od 55 do 65 °C. Teploty v jednotlivych celach termocycleru
jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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Tabulka 9: Teploty annealingu v jednotlivych pozicich termocycleru (phaCl)

Pozice 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T [°C] 55,0 | 55,8 | 56,8 | 57,7 | 58,6 | 59,5 | 60,4 | 61,3 | 62,2 | 63,1 | 64,1 | 65,0

9 10 11 12 NK Z

Obrdazek 35: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR s primery cilenymi do oblasti phaCl pri

optimalizaci annealingové teploty

U této optimalizace bylo vyhodnoceni nejvhodnéjsi teploty pomérné obtizné, jelikoz
vSechny bandy jsou malo viditelné. Jako nejlepsi vysledky (I1épe viditelné pouhym okem pod
transiluminatorem) byly vyhodnoceny vzorky v bézich 8, 9 a 10, které odpovidaji teplotdim
61,3 °C (8), 62,2°C (9) a 63,1 °C (10). Jako nejlepsi annealingové teplota byla nakonec
zvolena teplota 62 °C.

4.5.6.2 Optimalizace koncentrace Mg”* iontii (phaCl)

Pro optimalizaci koncentrace Mg®" iontt byly zvoleny stejné koncentrace jako v ptipadé
optimalizace /6S RNA a phaC. Koncentrace jsou uvedeny v Tabulce 6. Vysledky potom
na Obrdzku 36. Nejlepsiho vysledku bylo dosaZeno u vzorku &islo 1, tedy koncentrace Mg**
iontl 1,8 mM, ktera je soucasti master mixu.
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Obrdzek 36: Agarézovd gelova elektroforéza PCR produkti - optimalizace koncentrace Mg”* (phaCl)

4.5.6.3 Optimalizace ¢asovych usekii jednotlivych kroki PCR reakce

Vzhledem k vétsi velikosti amplifikovanych fragmenti DNA byla provedena také
optimalizace ¢asu jednotlivych krokii PCR. Probihala s jiz zoptimalizovanou annealingovou

teplotou 62 °C, koncentraci Mg®" 1,8 mM dle nasledujiciho programu:

Tabulka 10: Teplotni program pro PCR - optimalizace casovych usekii

Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cykli
1 94 30 1
94 45
2 62 45 30
68 120
3 68 600 1
4 60 1
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Obrazek 37: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR probihajici pri piivodnim c¢asovém

programu (1) a pri novém casovém programu (2)

V béhu 1 je nanesen PCR produkt, ktery byl amplifikovan za pouziti ptivodnim programu
(uveden v Tabulce 8, na stran¢ 55). Vbcéhu 2 je detekovan PCR produkt, ktery byl
amplifikovany za pouZziti nového programu, tedy s prodlouzenymi c¢asy uvedeného
v Tabulce 10. Program s prodlouzenymi ¢asy nijak vyrazné neovlivnil intenzitu fragmentu na
gelu, a tedy vzhledem k délce programu bude zachovan ptivodni s krat§imi Casy.

4.5.6.1 Amplifikace izolované DNA za pouZiti zoptimalizované PCR s primery cilenymi do
oblasti 16S rRNA a phaC

V této Casti prace byla DNA izolovand z bakteridlnich kment rychlou izolaci (pomoci
DNAZzolu a tepelnou lyzi buiky) amplifikovana za pouziti zoptimalizované PCR s primery
cilenymi na oblasti /65 rRNA a phaC. Amplifikace obou oblasti probihala v jedné reakci jako
multiplexni PCR. Optimalni podminky pro reakci jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11: Optimalni podminky PCR (165 rRNA a phaC)

¢ Mg’ [mM] Teplotni program
2,6 Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cyklu

1 94 30 1
94 30

2 55 30 30
68 90

3 68 300 1
4 60 1
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Obrdazek 38: Agarozova gelovda elektroforéza optimalizované PCR s primery cilenymi do oblasti
16S ¥rRNA a phaC, DNA izolovand tepelnou lyzi buriky (1 — 7) a DNAzolem (8 — 14),beh 1 a 8§ — C.
necator H16, beh 2 a 9 — C. necator PHB-4, beh 3 a 10— B. cepacia, beh 4 a 11 — B. sacchari, beh 5 a
12 — P. chlororaphis, beh 6 a 13 — P. putida, beh 7 a 14 — E. coli, NK — negativni kontrola, 7

zebricek

U vzorkid DNA izolovanych piimou lyzi buiiky (1 — 7) jsou bandy opét viditeln&j$i nez u
izolace DNAzolem (8 — 14). Z Obrazku 38 je ztejmé, Ze u vSech vzork, kromé vzorku E. coli
(7 a 14), doslo k amplifikaci fragmentu o velikosti asi 500 bp. Jde o usek DNA kddujici
tvorbu PHA syntazy, ktera je zodpovédna za produkci scl-PHA i mcl-PHA. Tento usek DNA
detekujeme 1 v béhu 2 a 9, kde je nanesena DNA izolovana z bakterie C. necator PHB4, ktera
nema schopnost produkce PHA. Zjistili jsme tedy, Ze mutantni kmen C. necator PHB'4 ma ve
struktuie DNA piitomen usek kodujici PHA syntazu, ale PHA syntaza neni funkéni, jelikoz
jsme si ostatnimi technikami ovéfili, Ze tento kmen PHA neprodukuje. Oproti metodam, které
jsou zaméfeny na detekci ptfitomnosti PHA v bakteridlnich bunikdch (analyze konkrétniho
znaku fenotypu), u kterych je Casta falesn¢ negativni chyba schopnosti akumulovat PHA u
bakteridlnich isolatd, molekuldrné biologické metody zacilené na konkrétni znak genotypu
(pfitomnost genu phaC) mohou naopak generovat faleSné¢ pozitivni vysledky. Jak ukazuje
priklad bakterie C. necator PHB4 molekularné biologické metody detekuji také nefunkéni
geny piipadné geny, které nejsou aktivivné exprimovany. Proto je pro objektivni analyzu
schopnsti akumulovat PHA u vybranych bakteridlnich kmenid idealni kombinovat oba
piistupy — tedy anlyzu genotypu i fenotypu.

Amplifikaci fragmentu o velikosti asi 1500 bp mizeme vidét pouze v béhu 1, 4 a 11. Usek
DNA o této velikosti odpovida genu pro /6S rRNA charakteristickou pro vSechny bakterie.
K jeho amplifikaci u ostatnich kmenu ziejmé nedoslo v disledku amplifikace phaC genu,
ktery jak jiz bylo fe¢eno, méa mensi velikost a amplifikuje se tedy snadnéji.
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4.5.6.2 Amplifikace izolované DNA za pouZiti zoptimalizovand PCR s primery cilenymi na
phaCl gen

V této Casti prace byla DNA izolovand z bakteridlnich kment rychlou izolaci (pomoci
DNAzolu a tepelnou lyzi buiiky) amplifikovana za pouziti zoptimalizované PCR s primery
cilenymi na oblast phaCl. Optimalni podminky pro reakci jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Optimalizované podminky pro PCR (phaCl)

¢ Mg’ [mM] Teplotni program
1,8 Krok | Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cykla

1 94 30 1
94 30

2 62 30 30
68 90

3 68 300 1
4 60 1

g S 6 7Rt 10 1142 13 bp
3000

1500

100

Obrazek 39: Agarozova gelova elektroforéza optimalizované PCR s primery cilenymi do oblasti
phaCl, DNA izolovana tepelnou lyzi buriky (1 — 7) a DNAzolem (8 — 14),béh 1 a 8 — C. necator HI6,
beh 2 a 9— C. necator PHB-4, beh 3 a 10— B. cepacia, béh 4 a 11 — B. sacchari, béeh 5 a 12 — P.
chlororaphis, béh 6 a 13 — P. putida, beh 7 a 14 — E. coli, NK — negativni kontrola, 7 — zebricek

Vysledky elektroforézy ukazuji, ze produkty PCR byly detekovany v béhu 5, 6, 12 a 13.
Tyto béhy odpovidaji DNA izolované z bakterii rodu Pseudomonas, pticemz béhy 5 a 6
odpovidaji izolaci tepelnou lyzi buiiky a béhy 12 a 13 izolaci DNAzolem. Reakci jsme ovéfili,
ze usek DNA koédujici tvorbu PHA syntazy zodpovédnou za produkci mcl-PHA je ptfitomen
pouze u bakterii rodu Pseudomonas a nikoli u ostatnich bakterii pouzitych v experimentu.
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dnotlivych metod

4

ani je

4.6 Porovn

Tabulloy 13 Porovednl poufitven metod

Casovi
. . .. Finanéni e
e narncnost Principialni detelzce Finanéni ) ) Potenciilni | mcl vs.
Kultivacne | .. . L. . naroky na -
Metoda Zavisla pripravy vzorku schopnosti Interference Citlivost narocnost Emm_uum moZnoest scl
a samotné alkkumulace PHA zafizeni P . kvantifikace| PHA
- materiil
analyzy
2 WB.WE Z_w.“w o.c ano 5 minut na urovni fenotypu lipidick latky, stfedni nizka nizke ne ne
Eerveni na miskach autofluorescence
Barveni Sudanovon
S =iy ano 20 mimat na urovni fenotypu | lipidicke latioy stfedni nizka nizke ne ne
£emi na miskach - -
Fluorsscenfni
mikroskopie = lipidicke latly,
o ¥ : ne 40 minut na urovni fenotypu P stfedni vysoka nizle ne ne
vyufitim Nilske : autofluorescence :
Cervené
Opticka mikreskopie
g vyuFitim Sudanove ne 40 minut na irovni fenotypu | lipidicke latoy nizka nizka nizke ne ne
Cerné
EIRSA, ne 40 minut na urovni fenotypu lipidick latky, stfedni vysoka nizle ano ne
cviometr:e : autefluorescence :
FTIR analvza ano 1 den na urovni fenotypu | bez interference | vysoka vysokd nizke ano ano
; Ramanova ) ano 20 mimat na urovni fenotypu | bez interference |  vysoka vysoka nizlka ano obtifné
mikrospektroskopie ) ) )
PCR aﬂ-mmwm phac ano 4 hodiny na urovni genotvpu | bez interference |  vysoka stfedni vysokl ne ano
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V Tabulce 13 jsou shrnuty riizné aspekty, které byly hodnoceny u metod testovanych v rdmci
prace.

Kultivaéni techniky, tedy barveni kolonii na miskach, se fadi mezi nejrychlej$i metody
identifikace produkce PHA bakteriemi. Barveni kolonii Nilskou cerveni je diky tomu, zZe
barvivo se pridava jiz do média, metodou nejrychlejsi. Mezi dals$i vyhody metod muzeme
zatadit také nizké nédklady na jejich provedeni. Kultivaéni techniky jsou schopné detekovat
produkci PHA na urovni fenotypu. Maji velkou nevyhodu v podobé interferenci latkami
lipidické povahy, které jsou pfitomny v buiikach bakterii. U barveni kolonii Nilskou Cerveni
se k této nevyhodé tadi také mozna autofluorescence bunék. Kultivaénimi technikami nejsme
schopni kvantifikovat mnozstvi PHA v buiikach a také nelze rozlisit, o jaky typ PHA se jedna.
metody kultivacni, ale stale je miZeme zafadit mezi metody rychlé. Stejné jako u kultivacnich
technik je mozna detekce na Urovni fenotypu a i zde dohazi k interferencim lipidickymi
latkami a autofluorescenci. Ani jedna z metod neni schopna rozlisit, jaky typ PHA bakterie
produkuje. Fluorescenéni mikroskopie je metoda pomérné nakladni, avsak ma dobrou
citlivost a jeji velkou vyhodou je viditelnost PHA granuli pod fluorescenénim mikroskopem.
Naproti tomu na mikroskopii s vyuzitim Suddnové Cern€ nejsou tak vysoké naklady, ale
metoda poskytuje nizkou citlivost. Mikroskopické techniky nemaji, narozdil od pritokové
cytometrie, moznost kvantifikace PHA.

FTIR analyza je metoda majici vysokou citlivost, je chopna rozlisit o jaky typ polymeru se
jedna a také je mozné kvantifikovat mnozstvi PHA v buiikdch. Nedochazi zde k Zadnym
interferencim, jako tomu bylo u kultivaénich a mikroskopickych technik a pritokové
cytometrie. Je to ovSem analyza vyzadujici nakladné zatizeni a v radmci testovanych metod jde
o nejvice ¢asove narocnou analyzu, kviili nutnosti odstranéni veskéré vody ze vzorku.

Ramanova mikrospektroskopie poskytuje obdobné vyhody a nevyhody jako FTIR analyza,
srovnani Casové ndro¢nosti je ziejmé, Ze se Ramanova mikrospektroskopie tadi, spolecné
s kultiva¢nimi technikami, mezi nejrychlej$i metody. Oproti FTIR je jeji velkou vyhodou také
to, ze umoznuje analyzu viabilnich bunék bez nutnosti odstranit vodu. Diikaz ptitomnosti
PHA Ramanovou spektroskopii je jednozna¢ny a metoda navic dovoluje detekovat i nizky
obsah PHA v bakterialnich burikach.
nakladnéjsich a to z ptfedevs§im z hlediska spotfebniho materidlu. Touto metodou neni mozna
kvantifikace mnozstvi PHA v buiikach, ale jeji vyhodou je vysoka citlivost, schopnost uréeni
typu produkovaného PHA a také to, ze nedochazi k zddnym interferencim. Jako jedina
z pouzitych metod detekuje PCR tvorbu PHA na urovni genotypu.

62



5. ZAVERY

Diplomovéa prace byla vénovana testovani riznych metod pro identifikaci PHA
produkujicich bakterii. Prace je Clenéna do ¢ty vétSich kapitol — kultivacni techniky,
mikroskopické techniky a pratokova cytometrie, spektroskopické techniky a
molekularné biologické techniky identifikace.

Barveni kolonii Nilskou Cerveni se ukazalo jako metoda vhodna pro rychlou analyzu
produkce PHA bakteriemi, ne vSak pro moznou kvantifikaci PHA v buiikdch ani pro
stanoveni typu produkovaného PHA. Byla potvrzena vysSi fluorescence u
bakterialnich kultur, které PHA produkuji v disledku navazani lipofilniho barviva
Nilské cervené na lipidické granule PHA. Tuto metodu je principidlné mozné vyuzit
pro identifikaci PHA produkujicich bakterii ve smésné kulture po jejim rozockovani
na Petriho misky.

Pti barveni kolonii Suddnovou ¢erni byly viditelné zietelné rozdily mezi jednotlivymi

bakterialnimi kulturami, pficemz bakterie, které maji schopnost produkce a akumulace
PHA ziskaly modré zbarveni také v diisledku navazani barviva na granule PHA.
Kultivaéni techniky se tedy ukazaly jako velmi rychlé a pomérné nendkladné techniky
pro identifikaci produkce PHA bakteriemi. Jejich nevyhodou ovSem je, Ze mohou
poskytovat faleSné negativni nebo pozitivni vysledky casové ndro¢nd je pak také
samotna kultivace.

Fluorescen¢ni mikroskopie tyto faleSné pozitivni nebo negativni vysledky eliminuje,
jelikoz vidime piimo do buniky a tedy vidime 1 PHA granule uvniti buiiky. Jedna se
také o metodu pomérné rychlou, ktera je ale financné¢ narocna a neni vhodna pro
kvantifikaci mnoZstvi PHA v buiikach ani pro ureni typu polymeru akumulovaného
bakteriemi.

Opticka mikroskopie s vyuzitim Sudanové cerné se jevi jako nejméné vhodnd metoda
pro identifikaci PHA akumulujicich bakterii, jelikoz citlivost metody je pomérné nizka
a rozdily mezi produkujicimi a neprodukujicimi bakterialnimi kulturami jsou Spatné
viditelné a pii niz§im obsahu PHA by bylo obtizné tyto kultury odlisit.

Pti vyuziti prutokové cytometrie vykazuji vyssi fluorescenci bakterie produkujici a
akumulujici PHA. Rozdily v hodnoté¢ fluorescence mezi produkénimi a neprodukénimi
kmeny jsou znatelné. Metodou je také mozné kvantifikovat kolik bun¢k je PHA
pozitivnich a kolik PHA negativnich, ovSem neni mozné stanovit, zda bakterie
produkuji scl nebo mcl PHA a metoda se fadi mezi metody nakladnéjs$i co do ceny
zafizeni.

Pomoci spektroskopickych technik je mozna 1 kvantifikace PHA v buiikach, pficemz

je mozné také urcit typ produkovaného PHA. Pii Ramanové mikrospektroskopii je
mozné analyzovat buniky pfimo po kultivaci na Petriho miskach, je tedy mozné
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analyzovat 1 viabilni bunky, takze se tato metoda fadi mezi velmi rychlé analyzy.
Ramanov¢é mikrospetroskopii pfi analyze biologickych vzorkiti nevyhodu v podobé
suSeni vzorku, a tedy del§i doby jeho pfipravy. Obé metody se fadi mezi finanéné

o 24

PCR detekce phaC genu umoziiuje detekci produkce PHA na tdrovni genotypu.
Pomoci PCR byl nejdiive detekovan pouze phaC gen, tedy gen zodpovédny za tvorbu
PHA sybtazy tfidy I, ktery byl detekovan u vSech bakterii vyuzitych v experimentu, a
to 1 u bakterie PHA neprodukujici — C. necator PHB4. Tato bakterie ma tedy gen pro
tvorbu PHA syntazy ptitomen, ale vzniklda PHA syntdza je zfejmé nefunkcni, jelikoz
ostatni techniky, které detekujici akumulaci PHA na tdrovni fenotypu, produkci
polymeru u tohoto kmenu nezaznamenaly. Byla provedena také detekce phaCl genu,
kodujiciho syntézu PHA syntazu tiidy II, pti¢emz tyto geny byly detekovany pouze u
bakterii rodu Pseudomonas, které se tfadi mezi producenty mcl-PHA. Metoda tedy
umoziuje identifikaci typu PHA, ale neumoziuje jeho kvantifikaci. Jedna se o velice

o024

Metody, které jsou zaméieny na detekci pfitomnosti PHA v bakteridlnich buiikéch
(analyza konkrétniho znaku fenotypu), jsou nachylné k falesné negativnim chybam,
kdy za podminek kultivace nedojde k akumulaci PHA 1 pfesto, Ze je toho dana
bakterie schopna. Naopak molekularné biologické metody zacilené na konkrétni znak
genotypu (pfitomnost genu phaC) mohou generovat faleSné pozitivni vysledky,
protoze gen identifikovany pomoci PCR technik nemusi byt v dané bakterii
exprimovan v aktivni enzym. Proto je pro objektivni analyzu schopnosti akumulovat
PHA u vybranych bakteridlnich kment idedlni kombinovat oba pfistupy — tedy
analyzu genotypu i fenotypu. Z nami otestovanych metod umoznujicich detekci PHA
v bakterii na zdkladé¢ fenotypu se jako wvelice perspektivni jevi Ramanova
mikrospektroskopie, kterda je rychld, umoznuje analyzovat bunky bez jakékoliv
pfedchozi Upravy a zéroven je schopna identifikovat i nizké bunécné obsahy PHA,
pficemz dikaz PHA je velice specificky a prakticky znemoziluje interferenci jinych
lipidickych latek
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