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ABSTRAKT

Tato zaverecna prace je zaméfena na studium viability rhizobakterii podporujici rist rostlin
(PGPR). Viabilita byla stanovovana u tii kmenut bakterie Azotobacter vinelandii, ato CCM 289,
DSM 87 a DSM 720 pomoci priitokové cytometrie s fluorescenéni sondou PI, SYTOX™ Blue
a DAPIL, a to po 120 a 72 hodinach kultivace. Byla provedena optimalizace vhodné
fluorescenéni sondy pro dany kmen, kdy jako nejvhodnéjsi se jevilo pouziti sondy PI pro kmen
CCM 289. Pro kmeny DSM 87 a DSM 720 lze pouzit sondy Pl a SYTOX™ Blue.
Pro nasledujici experimenty byl vybran kmen DSM 87, ktery byl podroben vlivu rtiznych
sitovacich Cinidel. Pomoci prutokového cytometru a barveni fluorescencni sondou PI byla
ovefovana viabilita po aplikaci roztokt chloridu vapenatého, barnatého, méd’natého, zelezitého,
hlinitého a siranu vapenatého o koncentraci 2, dale 0,2 a 0,02 hm. % ke kultufe. Roztoky
chloridu vépenatého, barnatého a siranu vapenatého nemély vyznamny vliv na viabilitu bunék.
Naopak pfi pouziti chloridu Zelezitého byl zjistén trend, kdy s klesajici koncentraci roztokt
ubyvalo odumfelych bunék. Tohoto jevu bylo docileno i pfi pouziti chloridu hlinitého
a méd’natého, u kterych vSak pouziti nejkoncentrovanéjSiho roztoku meélo za nasledek
inaktivaci vétsiho poétu bunék nez v predchozim piipade, u chloridu hlinitého doslo ke ztraté
viability vétSiny pfitomnych bunék. Viabilita byla ovéfovana také u bunék uvoliiovanych
z ptipravenych gelii. Pro experimenty byly zvoleny roztoky vyse zminénych sitovacich ¢inidel
0 koncentraci 2 hm. %, za experimentalné stanovenych podminek byla kultura podrobena
gelaci. Cast geld byla nasledné ponechana ve fosfitovém pufru, aby doslo ke zp&tnému
uvolnéni bunék. Pro toto snaz$i uvolilovani byl pfidan enzym algindza, jehoz U¢inkem
je rozkladani alginatu. Bylo zjisténo, ze koncentrace 2 hm. % vybranych sitovacich ¢inidel
nemeéla vliv na viabilitu bunék, tedy Ze buiniky uvolnéné z gelu se se jevily jako viabilni.

KLICOVA SLOVA
Alginat; Azotobacter vinelandii; fluorescen¢ni sondy; PGPR; pritokova cytometrie;
rhizobakterie; viabilita



ABSTRACT

This thesis focuses on the study of viability of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR).
Viability was determined in three strains of Azotobacter vinelandii, namely CCM 289, DSM 87
and DSM 720, using flow cytometry with fluorescent probe PI, SYTOX™ Blue and DAPI after
120 and 72 hours of cultivation. Optimization of the appropriate fluorescent probe for the strain
was performed, with the P1 probe for strain CCM 289 being the most suitable. Pl and SYTOX™
Blue probes can be used for strains DSM 87 and DSM 720. For the following experiments,
strain DSM 87 was selected and subjected to the influence of different crosslinking reagents.
Using a flow cytometer and staining with a fluorescent PI probe, the viability was verified after
application of calcium chloride, barium, copper, ferric, aluminium and calcium sulphate
solutions of 2, 0.2 and 0.02 wt. % to the culture. Calcium chloride, barium and calcium sulfate
solutions had no significant effect on cell viability. On the other hand, when ferric chloride was
used, a trend was observed where dead cells decreased with decreasing concentration of the
solutions. This effect was also achieved with aluminium and copper chloride, but the use of the
most concentrated solution resulted in the inactivation of a greater number of cells than in the
previous case, whereas aluminium chloride resulted in the loss of viability of most of the cells
present. Viability was also verified for cells released from the prepared gels. For the
experiments, solutions of the aforementioned crosslinking agents were chosen at a
concentration of 2 wt.%, and the culture was subjected to gelation under the experimentally
determined conditions. A portion of the gels was subsequently left in phosphate buffer to allow
for the re-release of cells. To facilitate this release, the enzyme alginase was added to break
down the alginate. It was found that a concentration of 2 wt % of the selected crosslinking
agents did not affect cell viability, i.e., the cells released from the gel appeared to be viable.

KEYWORDS
Alginate; Azotobacter vinelandii; flow cytometry; fluorescent probes; PGPR; rhizobacteria;
viability
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1 UVOD

Rostouci pozadavky svétové populace na produkci potravin je spojeno s vétsim zatizenim
zeméde€lskych zdroji a pouzivanim tézkych zeméde€lskych technik. Spolu s témito
faktory hraje v soucasnosti velkou roli naduzivani anorganickych hnojiv a pesticida
vedoucich k negativnimu dopadu na pidu a zivotni prostiedi [1]. Z téchto divodi se stava
prioritou hledani udrzitelnych a u¢innych zemédélskych postupti. Jako slibna cesta se jevi
vyuziti rhizobakterii podporujicich rast rostlin (PGPR), coz jsou plidni organismy
s uzitecnymi schopnosti vhodnymi pro feSeni zminéného soucasné¢ho problému. Diky
vzajemné prospéSnym vztahim rostlin s PGPR ma vyuziti PGPR za nésledek zvySovani
rustu a produktivity rostlin ¢i dokonce napomahani odolnosti rostlin vi¢i riznym
chorobdm a stresu. Vyuziti pidnich bakterii tak zmirfiuje degradaci zivotniho prostiedi,
které je spojovano s intenzivnim vyuzivanim zemédélskych metod [2].

Inovativnim zpisobem aplikace PGPR do pudy krostlinnym kofenim se jevi
enkapsulace rhizobakterii formou gelu. Ta je umoznéna pomoci sitovacich ¢inidel,
jejichz schopnosti je vytvoftit gel pomoci extracelularné produkovaného polysacharidu —
alginatu samotnymi bakteriemi. Bakterie jsou pak z tohoto gelu uvolfiovany postupné
Vv zévislosti na pouzitém sitovacim ¢inidle. Diilezitou vlastnosti sitovaciho €inidla je pak
jeho nizka toxicita vici rhizobakteriim.

V této bakalaiské préci je pozornost zamétena predevsim na viabilitu bun¢k. Prvni ¢ast
prace je veénovana teoretickému tUvodu problematiky, seznameni s vybranym
mikroorganismem pro tuto praci (Azotobacter vinelandii) a metodam, pomoci kterych lze
stanovit viabilitu. Experimentalni ¢ast se pak soustfedi na optimalizaci vhodné
fluorescencni sondy pro vyuzZiti na stanoveni viability, dale na aplikaci riznych
sitovacich Cinidel a zkoumani jejich vlivu pravé na viabilitu, a také na viabilitu buné¢k,
jenz se postupné uvoliiuji z gelt vzniklych zesitovanim sitovacimi Cinidly.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rhizosféra

Pro rGzné typy organismill existuji rizna prostiedi, ve kterych pfezivaji a maji svou
dilezitou roli. Jednim z prostiedi je plida, kterd vytvaii zivotni podminky pro rostliny,
houby, ale také zivocCichy ¢i Casto opominané, avSak podstatné, mikroorganismy. Velké
mnozstvi téchto organismi se vyskytuje v oblasti rhizosféry, ktera jim nabizi jim
pottebné podminky a prostfedi. Rhizosféra je definovéna jako pudni oblast, jenz
vyznacuje oblast povrchu a nejblizs§iho okoli kofenii rostlin. Nékteré z mikroorganismu
hraji dualezitou roli pro rostliny svou tvorbou fytohormont, jenz jsou dulezité
pro rostlinnou imunitu i rust. Jejich nedostatek by tak negativné ovlivnil floru a néslednou
urodu [3].

V prostiedi rhizosféry probiha mnoho biologickych, chemickych i fyzikalnich
procest, které maji vliv na ekosystémy. Dochazi zde k tadé slozitych interakci mezi
rostlinou, pidnim prostfedim a pidni biotou. Na zaklad¢ slozitosti rhizosféry dokaze
jakéakoli zména vyvolat nasledné dalsi fetézové reakce mezi pidou, rostlinami i padnimi
mikroorganismy. Rhizosféra slouzi jako jakysi zdkladni katalyzator pro vyvoj pudy
a biochemické pfemény, coZz ptispiva k vyvoji vlastnostem pidy. Zména jejich vlastnosti
ma podstatny vliv pro reakce ekosystémil na globalni zmény. Soucasné studium této sféry
je nevyhnutelné kvuli aktuadlnim enviromentalnim problémim v ekosystémech po celém
svété [3].

2.2  Rhizobakterie podporujici rist rostlin

V soucasném svété s rostoucim poctem obyvatel roste poptavka po rostlinné produkci
s dirazem na omezeni pouzivani chemickych hnojiv. Aby bylo mozné toto obyvatelstvo
dostatecné nasytit, je zapotiebi najit zplsob, jak zvysit zemédélskou produktivitu, aniz
by bylo nutné rozsifovat orné pudy a pouzivat ekologicky skodlivé agrochemikalie [1].
dopadu na Zivotni prostfedi. Hlavnim problémem jejich pouZivani je, Ze v nadmérném
mnozstvi mohou prosakovat do pudy, coz miiZe zpusobit jeji kontaminaci a kontaminaci
podzemnich vod. V soucasné dobé pouzivand NPK hnojiva jsou ta, ktera jsou pti¢inou
problému. Dusik pfitomny v téchto hnojivech zpisobuje okyseleni orné pudy, tedy
snizeni jejiho pH. Dle provedeného vyzkumu [4] bylo zji§téno, Ze snizeni piidniho pH ma
za nasledek akumulaci téZkych kovii v pud¢, konkrétné tedy zvyseni koncentrace kadmia
a niklu, naopak doslo k poklesu rtuti ve zkoumané pude¢. Bioakumulace tézkych kovu
Vv pid¢€ ma negativni dopad na rist plodin a na jejich vynos. Byly také provedeny studie
[5], kdy ke klasickému anorganickému hnojivu bylo pifidano ,,zelené hnojeni“ nebo
statkovy hntij a dana kombinace byla aplikovana na plodiny pSenice. Vysledkem studie
bylo zjisténi, Ze péstovani plodin s touto kombinaci hnojiv bylo vyhodnéjsi nejen diky
zvySenému vynosu plodin, ale také doSlo ke zvySeni obsahu dusiku, fosforu, drasliku
a organického uhliku v pudé, coz vedlo k udrzeni jejiho pH [6; 2]. Pojmem zelené hnojeni
se nazyva zaoravani zelenych rostlin do ptdy, které byly vypéstovany na daném pozemku
za ucelem obohatit danou pidu o organickou hmotu, dusik a Ziviny. Jedna se o zdroj
zivného humusu v pudg, ze kterého se tvoii i humus staly [7].



Jako jedno z alternativnich feSeni aktualniho problému s anorganickymi hnojivy
se nabizi vyuziti rhizobakterii podporujicich rast rostlin (z anglického plant-growth
promoting rhizobacteria — PGPR). Jedna se o tfidu bakterii, které Ziji Vv rhizosféte
a Vv blizkém okoli kofent rostlin. Rhizobakterie 1ze obecné rozde¢lit do dvou hlavnich
skupin podle mechanismu G¢inku. Prvni obsahuje rhizobakterie ovlivitujici mechanismy
pfimo zapojené do podpory ristu rostlin, jako je regulace rlstovych faktorti nebo
mechanismy ovliviiujici metabolické procesy rostlin. Druhd pak rhizobakterie, které
ovlivituji nepifimé mechanismy, kde dochazi k propajc¢ovani odolnosti vuci vnéjSim
faktortim, jako jsou stresy biotické (stres vyvolany patogenem, riznymi houbovymi nebo
virovymi chorobami, hmyzem, hlodavci) a abiotické (stres z nedostatku ¢i nadbytku
svétla, vody nebo kysliku, stres vyvolany vysokou nebo nizkou teplotou, mechanicky
stres). Mezi bakterie, které se fadi do skupiny PGPR jsou typicky zastupci rodu
Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Klebsiella, Serratia a Alcaligens [2].

2.3 Pisobeni PGPR

PGPR pisobi také jako tzv. bioprotektiva. To jsou mikroorganismy, které plisobi jako
jakysi $tit proti rostlinnym patogeniim a tim je chrani pfed nezadoucimi infekcemi, tedy
napomahaji pii potlacovani chorob rostlin. Jejich Cinnosti je produkce antibiotik,
hydrolytickych enzymu jako je chitinaza a B-glukanaza, kyanovodiku a dale vSech
ostatnich zakladnich faktort, které¢ jsou duilezité pro vyvolani systémové rezistence
a zabranéni patogenezi. Dale plisobi jako biohnojiva, coz je tedy kategorie zahrnujici
mikroorganismy s potencidlem podpory ristu rostlin diky zvySenému piijmu Zivin
mechanismy, které budou zminény dale. Primarni funkci biohnojiv je biologicka fixace
dusiku a transformace esencialnich makrozivin do formy, kterou jsou rostliny schopny
pfijimat. Jednou z jejich funkeci je ptisobeni jako biostimulatory. Dané mikroorganismy
maji za pri¢inu predevsim produkci rostlinnych hormoni, jako jsou gibereliny, auxiny
a cytokininy [2; 8].

Rhizobakterie hraji zasadni roli v udrzovani Grodnosti ptidy. Mezi zakladni procesy,
které rhizobakterie zprostfedkovavaji, patii syntéza a mineralizace pidni organické
hmoty, rozklad zbytk plodin, rostlin a organickych sloucenin, a také procesy jako
mineralizace, fixace dusiku, rozpustnost fosfati a dalsi, které ptispivaji ke zlepSeni
nutriéni hodnoty pidy. Fixace dusiku nabizi vysoce udrzitelnou a u¢innou alternativu
k pouzivani dusikatych hnojiv v zeméd¢€lstvi [1]. PGPR napomahaji pfi syntéze uréitych
chemickych sloucenin, které jsou zodpovédné za ucinky na morfologii kofentl, jako jsou
fytohormony auxin a giberilin [9].

Vyuziti rhizobakterii se ukazuje jako potencialné ekologicky Setrny zpuisob zvysSeni
vynosu plodin diky usnadnénému ristu rostlin. Z tohoto divodu hraji aktualné
rhizobakterie dulezitou roli v udrzitelném zemédélstvi [2].

2.3.1 Produkce fytohormonu
Auxin je jeden z nejdulezitéjSich fytohormond, ktery produkuji PGPR. Tento hormon
se ucastni tvorby kotenového systému. V malych koncentracich zptsobuje prodluzovani

primérnich kofentli, naopak ve vétSim mnozZstvi zplsobuje tvorbu kotenového vlasku
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a lateralni rust kofenti. NejznaméjSim auxinem, ktery se vyskytuje v rostlinach, je
kyselina indol-3-octova [2].

Gibereliny se podili na prodluzovani vyhonki. Dale je vyZadovan pii kli¢eni semen,
rastu listd, vyvoji kvéta a plodu [2].

2.3.2 Produkce sideroforii

Rhizobakterie jsou dale schopné produkovat siderofory. Siderofory jsou
nizkomolekuldrni chelatory zeleza, které se pouzivaji pro ziskavani zeleza z pudy, diky
Cemuz se Zelezo stane vyuziteln€jSim pro rostliny. Siderofory vytvaieji s zelezem
zelezito-sideroforovy komplex solubilizaci Zeleza z okolniho prostiedi. Tento komplex
se muize V buiice pohybovat procesem difuze, kdy uvniti buiikky se komplex rozpadne,
zelezo je dale vyuzito a dany siderofor se vraci zpét na bunéény povreh [2]. Zelezo jako
takové je pro rostliny velice dilezité. Je potiebné ve fyziologickych procesech rostlin
jako je dychani, fotosyntéza nebo fixace dusiku, a to jako kofaktor pro zde potiebné
enzymy. Jeho nedostatek pak ma za nasledek vazné metabolické zmény, jako naptiklad
nedostate¢nou tvorbu chlorofylu — chlorozu listi [10].

2.3.3 Tvorba biofilmu

Pudni bakterie dokazou tvorit tzv. biofilmy. Dle definice jsou biofilmy shluky vzajemné
interagujicich bakterii, které jsou drzeny pohromadé¢ pomoci extracelularni polymerni
latky, ktera je témito bakteriemi produkovana [2]. Biofilmy se vyznacuji svou
trojrozmérnou  strukturou, protkanou vodnimi kandlky, které umoziuji transport
esencialnich zivin, kysliku a odpadnich slozek v celém spoleCenstvi k buiikam c¢i
od buné¢k do okolniho prostiedi [11]. Mezi nejvice zastoupené extracelularni polymerni
latky (EPS) patii pfedevSim neutrdlni nebo polyanionické polysacharidy. Ty pak
umoznuji sdruzovani dvojmocnych iontit (vapnik, hoicik), diky kterym se propojuji
polymerni vldkna a tim se zvySuje vazebna schopnost biofilmu. Dal$i vyznamnou sloZkou
EPS jsou proteiny, nejcastéji pak strukturni proteiny a enzymy. Biofilmy umoznuji
bakteriim provadét rizné procesy, které jednotlivé bunky nemohou, coz napomaha
bakteriim piezit mnoho stresovych podminek. Jednou z vyznamnych cinnosti je pak
schopnost degradace ve vod¢ rozpustnych (proteiny, nukleové kyseliny) 1 nerozpustnych
biopolymeri (celuloza, chitin) a ostatnich organickych latek pomoci pfitomnych enzym?.
Tyto enzymy se podili také na ochrané biofilmu pfed plisobenim biologicky aktivnich
latek [12].

Dale je také znamo, ze vétSina PGPR je schopna pomoci biofilmi ptilnout k povrchu
kofene, kde nasledn¢ vytvori mikrobialni spolecenstvi. To pak pfinasi lepsi podminky
prosnazsi prubéh zivotniho cyklu, a predev§im napomaha bunkam pretrvavat
V neptiznivém prostiedi, jelikoz volné zijici bunky mohou byt snadno odplaveny [11].
Dale pak zprostfedkovavaji interakce rostlina-mikroorganismus, coz napomaha
k lepsimu pfieziti rostlin, zvySovani odolnosti vici abiotickému stresu, stimulaci ristu
rostlin a potlacovani chorob [2]. Ve formé& biofilmu dochazi také k vyraznému zvyseni
odolnosti mikroorganismi viici pusobeni kyslikovych radikald, fagocytéze, vlivu
dezinfekénich prostiedkt a antibiotik, a také pied konkurenci v pudé [13].

11



2.3.4 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii je gram negativni pudni bakterie, ktera se vyznacuje svou
produkci dvou typd biopolymert, které vzbuzuji biotechnologicky zajem. Jedna
se 0 alginat a polyhydroxyalkanoaty. Jednim z polyhydroxyalkanoatti produkovany
Azotobacter vinelandii je poly(3-hydroxybutyrat), ktery bude popsan nize. Dana
rhizobakterie je dale schopna vazat dusik i v pfitomnosti kysliku o vysokych
koncentracich. Dale se vyznacuje svou rychlosti respirace, ktera je v porovnani s jinymi
prokaryoty vyrazné vyssi, napiiklad ve srovnani s bakterii Escherichia coli je rychlost
respirace 10x vyssi. Na zakladé vyse zminénych dvou vlastnosti je rod Azotobacter Siroce
zkouman [14].

K vazani dusiku dochazi pomoci kyslik-citlivému enzymu nitrogenaza i pii vysokych
koncentracich kysliku. Béhem jeho fixace mtize v rhizobakteriich nastat situace vysokého
obsahu kysliku uvniti buniky. Aby se predeslo inaktivaci nitrogenazy v dusledkem
znacného obsahu kysliku, probihd proces ochrany dychani. Tento proces zvySuje tempo
spotieby kysliku v bunééném metabolismu a tim udrzuje nizkou intracelularni
koncentraci kysliku a také brani zminéné inaktivaci nitrogenazy [14].

2.3.4.1 Alginat

Jednim z biopolymerd, které jsou schopny bakterie rodu Azotobacter produkovat, je
alginat. Jedna se o polysacharid, nerozvétveny kopolymer, ktery je u tohoto rodu tvoren
extracelularn€ z divodu ochrany pied skodlivymi faktory prostiedi. Na rozdil od hnédych
moiskych fas, ve kterych se nachazi jako intracelularni material [15]. Vedle celulozy se
jedna o nejrozsitenéjsi biopolymer na svété [16]. Vyznamnou vlastnosti alginatu je jeho
funkce pusobit jako ¢inidlo zvySujici viskozitu a také jako ¢inidlo gelujici. Sklada se
z jednotek kyseliny B-D-mannuronové a jejiho epimeru a-L-kyseliny guluronové (G),
které jsou navzajem spojeny 1,4-glykosidickymi vazbami [17]. Alginatové molekuly
mohou byt uspofadany jako bloky spojitych G monomeri: G—-G-blok, M-monomert: M-
M-blok nebo oblasti stiidajicich se G a M monomerd — MG-blok. Tyto jednotlivé bloky
1ze vidét na Obrazek 1. Struktura G-blokt zpiisobuje sterické branéni. G-bloky maji dale
schopnost siln¢ vazat dvojmocné kationty, coz spolu zptsobuje, ze G-bloky jsou tuzsi,
silngjsi, kiehc¢i a maji vétsi omezeni v transportu rozpusténé latky ve srovnani s M-bloky
a MG-bloky. Ty jsou naopak flexibilngjsi a slabsi [15]. Molekuly alginatu jsou biologicky
odbouratelné, biokompatibilni a neimunogenni [15; 18]. Viskozifikaéni a gelujici
schopnost alginatt zavisi na chemické struktuie, stechiometrii s chelataénim kationtem
(Ca?*, Ba?*) [19], relativnim obsahu dvou monomert (kyselina mannuronova, kyselina
guluronova), stupni acetylace jednotek kyseliny mannuronové a taky stfedni molekulové
hmotnosti polymeru [14].
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Obrazek 1. Chemické struktury mannurondtového bloku, gulurondtového bloku a MG-bloku [20]

Alginat se obecné vyskytuje ve formé geld, a to po pouziti sitovaciho ¢inidla
obsahujiciho multikovalentni kationty. Aby byly dosazeny potiebné fyzikalni vlastnosti,
jako jsou degradace, mechanicka pevnost a tuhost a biologické vlastnosti (tim je mysleno
zvySena interakce s buiikami), vystavuje se alginat riznym chemickym a fyzikalnim
vlivim. Pfidanim kationtového poly(ethylenaminu) (PEI) dochdzi ke zlepSeni vyse
zminénych mechanickych vlastnosti alginatového gelu. PEI zvySuje odolnost gelii se
sitovacimi ¢inidly a tim tak zlepSuje tuhost gelu. Gelovaténi je také ovlivnéno teplotou,
typem a koncentraci situjiciho c¢inidla. Napfiklad pfi nizkych teplotach vede
k pomalejSimu sitovani v disledku sniZzené rychlosti difuze vapenatych iont, coZz ma
zanasledek stabilizaci gelaéniho komplexu a tim i celého procesu. Takové gely se
vyznacuji lep§imi mechanickymi vlastnostmi [19].

Vyuziti alginatu je Siroké. Uplatiuje se v biomedicinskych aplikacich, kde se jako
derivat v kombinaci s jinymi polymery uplatiuje pii dodavani 1éCiv s nizkou
molekulovou hmotnosti. Vyuziva se pii tvorbé hydrogelt na bazi alginatu, coZ jsou
trojrozmérné zesitované sité slozené z hydrofilnich polymera s vysokym obsahem vody
[20]. Dale nachazi své uplatnéni ve tkanovém inzenyrstvi, bunéénych nosic¢ich nebo
bunécné terapii, ale také v potravinarském primyslu, kde je pouzivan jako stabilizator
a emulgator schopnosti interakce s bilkovinami, tuky a vlakninou. Alginat-pektinové
smési nalézaji vyuziti jako Zelirujici Ccinidla. Své vyuZziti ma alginat také
ve farmaceutickém primyslu a biotechnologiich jako dentalni otiskovaci material nebo
jako material pro kryti ran [18; 19].

Degradace alginatu je mozna nékolika zptsoby. Jednou z moznosti je dezintegrace
alginatového materialu pomoci vymény gelujiciho vapenatého iontu za sodik, tedy
nahradou vicemocnych kationtd za jednomocné, nebo odstranéni vapenatych ionta
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komplexnimi anionty, jako je fosforecnan, citrat nebo laktat, které maji vysokou afinitu
k iontim vapniku. Hlavni nevyhodou alginatu je jeho inertni povaha, ktera ho ¢ini
neadherentnim K bunkam, a nedostate¢na enzymaticka degradabilita [15; 19]. Alginat
lyazy jsou pak skupinou enzymd, které jsou schopny rozeznat alginat jako substrat. Jejich
aktivita je snadno detekovatelna, jelikoz jejich ptisobenim dochazi ke snizeni koncentrace
alginatového roztoku [20].

2.3.4.2 Polyhydroxyalkanodty

Druhym produkovanym biopolymerem je poly(3-hydroxybutyrat), jenz se ftadi
do skupiny polyhydroxyalkanoata (PHA). Skupina PHA ptedstavuje typ hydrofobniho,
biodegradovatelného a biokompatibilniho bioplastu, ktery skytad potencidl ve tvorbé
umélych implantati a novych mikro/nanonosici pro cilenou terapii v oblasti 1ékatstvi.
Tyto materialy lze vyuzit k dodavani 1€ki, provadéni regenerativni 1é¢by a také jako
alternativu k tradi¢nim plastim [19]. AvSak kvuli své kiehkosti ma omezené vyuziti
v aplikacich tkanového inzenyrstvi [21], a proto se vyzkum piesunul na zlepSeni
mechanickych vlastnosti [22].

Jako aditivum byl pouzit chitosan, diky némuz doslo k zesitovani a tak ke zlepSeni
mechanické a biokompatibilni vlastnosti kopolymeru polyhydroxybutyratu, coz je idealni
pro regeneraci tkani. Po pfidani kolagenu doslo k vytvofeni trojrozmérného scaffoldu,
coz se jevi jako potencialni vyuziti pro kostni tkan€ a pro regeneraci nervové tkané [19].

P(3HB) je biopolyester tvofen intracelularné v mikrobialnich bunikach. V dnesni dobé
by mohl byt pouZit jako nahrada konvenénich plasti, které pochazi z petrochemického
primyslu. Tento polymer je slozen z jednotek 3-hydroxybutyratu, které byly utvotfeny
pomoci nékolika enzymatickych procesti. Kazdd monomerni jednotka je syntetizovana
kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA. Tato molekula je nasledné
redukovana na 3-hydroxybutyryl-CoA za soucasné katalyzy oxidaci jedné molekuly
NADPH [14].

2.4  Alginatové gely

Fyzikalnim nebo chemickym sitovanim polymernich fetézch dochézi ke snadné ptiprave
alginatovych gelt. Jejich vlastnosti pak zavisi na typu sitovani a jeho hustoté
a pritomnosti komplexotvornych ¢inidel (fosfat, citrat). Proces gelovani mize probihat
i za mirnych podminek a bez pouziti toxickych sloucenin, tudiz je idealni pro enkapsulaci
citlivéjSich material. Vyhodou alginatu je jeho schopnost tuhnuti za studena, tudiz
ke tvorb¢ alginatovych gell neni tfeba konkrétnich teplot. Z toho diivodu jsou alginatové
gely teplotn¢ stabilni a pii zahtivani nedochazi k tani [15].

Alginatové gely jsou nejCastéji pfipravovany iontovym sitovanim s vicemocnymi
kationty, vyjimkou jsou ionty Mg?*, ty nevedou ke tvorbé& trojrozmérné gelové sité.
Slozeni alginatu a mnozstvi pfitomnych G-blokil ovlivituje vazebnou afinitu, ktera se také
1181 pro rlizné typy kationtd. Tato vazebna afinita ke kationtim se zvySuje v tomto potadi:
Mg%*« Mn?*< Zn?* < Ni?* < Co?* < Ca?* < Sr?* < Ba?* < Cd?* < Cu?" < Pb?*, kdy plati,
Ze ¢im vyssi je afinita, tim dochézi ke tvorbé silngjsiho gelu. Nej€astéji pouzivany kationt
ke tvorbé alginatovych gelll je vSak véapnik ve formé vapenatych iontli, 1 pfesto, ze
nevytvari nejsilngjsi vazbu. Hlavnim diivodem je, Ze je netoxicky, snadno dostupny,
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a zaroven relativné levny [15]. Ve srovnani sitovani alginatu pomoci dvojmocnych
atrojmocnych kationtdi, trojmocné (napi. A", Fe®") zesiluji vazbu s biopolymerem
a poskytuji tak kompaktnéjsi a silngjsi gelovou sit’. To by mohlo byt vysvétleno vazbou
trojmocnych kationtli se tfemi karboxylovymi skupinami riiznych algindtovych fetézcti
soucasné [23].

Ke gelovaténi alginati pomoci vicemocnych kationt neboli iontovému zesiténi
alginatd, dochazi prostfednictvim iontové vymény alginatovych proti-iontd. Nejcastéji
jsou to ionty sodiku nebo drasliku s vicemocnymi kationty. Ty totiz umoziuji vrstveni G-
blokt v alginatovém polymeru, ¢imz dochazi ke vzniku charakteristického tvaru,
tzv. ,,egg box model®, coz je zobrazeno na Obrazek 2. To znamend, Ze se propoji
alginatové fetézce a vytvoii se trojrozmérné gelové sité, jejichz obsah vody muze byt
veétsi nez 95 % [15].

COO HO,

OH (oo}

Obrdzek 2: lontové zesiténi algindtového roztoku vedouci k vytvoreni algindtového gelu pomoci
vapenatého iontu tvoricich vajecné schranky [15]

2.5 Viabilita bakterii
Zivotaschopnost bakterii se v souasnosti ozna¢uje jako schopnost buiiky rist
arozmnozovat se za definovanych podminek prostfedi. Tradiéni definice
zivotaschopnych bun¢k tika, Zze jedna zivotaschopna buiika je schopna vyrlst a dale
vytvofit kolonii bunék, kterou 1ze nasledné opticky méfit bud’ v kapalném nebo pevném
médiu. Viabilita je tedy obecné schopnost reprodukce a nasledné kultivovatelnosti [24].
Ne vSechny bakteridlni buiiky jsou ale schopny reprodukce a ristu za danych
podminek, a i pfesto mohou mit vlastnosti pln¢ funk¢nich zivotaschopnych bakterialnich
bunék. Na ukor tomuto faktu byl zalozen termin vitalita. Tento termin popisuje, do jaké
miry je buinka schopna vykonavat rGzné aspekty metabolickych, fyziologickych

15



a genetickych funkci. Bunku tak Ize popsat jako zivotaschopnou, avSak ne nutné jako
kultivovatelnou. Popisuje také strukturalni a morfologickou integritu bunék, bakterii [24].

K rozliSeni vyS$e zminénych stavli bunék byly vyvinuty metody ke zjistovani poctu
bun¢k. Prvni je metoda na kultute zavisla, pii které je kapalny vzorek nanaSen na pevné
médium, ponechan k inkubaci za definovanych podminek ¢asu a teploty. Vysledkem je
pocet jednotek tvoricich kolonie na mililitr kultury (CFU/ml). Metoda je vyuzivana
pro rutinni pocitdni bunc¢k a identifikaci zivych, Zivotaschopnych mikroorganismi
V potravinaiskych vzorcich. Jedna se o typicky piiklad, kdy je zivotaschopnost zavisla
pouze na schopnosti buiiky se reprodukovat, ¢imz vzniké patrné kolonie z jediné pivodni
bunky [24; 25].

Jako metoda pro pocitani bunék na kultufe nezavisla se povazuje pritokova
cytometrie. Ta pouziva kombinaci rozptylu svétla a emitované fluorescence k detekci
bunék s riznymi strukturnimi, fyziologickymi ¢i genetickymi stavy [24].

2.5.1 Plotnova metoda

Plotnova metoda je oznafovéana jako kultivaéni nepfimd metoda, kterd spociva
ve stanoveni poctu narostlych kolonii. Je zde vSak ptedpoklad, ze kazda bunka vytvori
jednu izolovanou kolonii. Tuto metodu je mozné provést dvéma zpisoby, a to oCkovanim
vzorku bud’ pfelivem nebo roztérem [25].

Ockovani prelivem probihd tak, ze nejprve dochazi k naneseni vzorku na sterilni
Petriho misku, ktera je ptelita pfipravenym zivnym médiem. Oc¢kovani roztérem pak
probiha tak, ze na Petriho misku je nalito ur¢ité mnozstvi agaru a po jeho ztuhnuti je
nasledné napipetovan vzorek, ktery je rozetfen oCkovaci L-klickou. Dané metody se
uplatiiuji ke zjisténi zivotaschopnosti kultur [25; 26].

Na druhé stran€ se pfti plotnové metodé vyuzivaji metody kiizového roztéru. Pokud
jsou v kultufe pfitomny 1 jiné mikroorganismy, 1ze touto metodou izolovat pozadovany
kmen bakterie. Nésledné je mozné rozlisit riizné mikroorganismy podle jejich odlisné
morfologie na zaklad¢ vzhledu vyrostlych kolonii. Poté je moZzné si odebrat bunky
z kolonie, kterou bylo ucelem ziskat, a ty je mozné dale izolovat pomoci dal§iho
kfizového roztéru. Ktizovy roztér je tedy metoda, pii které dochazi k postupnému
zted'ovani plvodni kultury za ucelem ziskani jednotlivych kolonii a nasledného
pozorovani jejich morfologie. Lze fict, ze jedna kolonie je klon jedné bunky. Kultura je
pfendSena pomoci bakteriologické klicky ze zihatelného materialu, kterad je po kazdém
kroku ockovani zihana v plamenu, ¢imz dochazi k usmrceni bunék a pii dalsim tahu
po agaru jsou pak roztirdny pouze bunky setiené¢ z dané oblasti kiizového roztéru
na Petrino misce. Kromé klicek z Zihatelného materialu mohou byt pouzity také
jednorazové plastové sterilni klicky. Timto roztirdnim dochazi ke stidle menSimu
mnozstvi obsazenych bunék. V posledni oblasti kiiZového roztéru, tzv. hadku, vyristaji
jiz kolonie, u kterych je mozné hodnotit jejich charakteristické morfologické znaky, jako
je vzhled, barva nebo okraje [27; 28].

2.5.2 Konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

Tento typ mikroskopie se stal svou schopnosti poskytovat trojrozmérné snimky vzorkt
s vysokym rozlisenim dileZitym nastrojem v ruznych védeckych oborech. Technika
trojrozmérného zobrazovani je umoznéna pomoci precizni vizualizaci vnitini struktury
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bunék a tkani, pomoci po sob¢ nésledujicich snimki optickych fezii v riznych hloubkach.
V porovnani s ostatnimi technikami se konfokalni mikroskopie pysSni moznym
opakovanym zobrazovanim zivych vzorkl v pribéhu casu, jelikoz zde nedochazi
k destrukci vzorku. Toho je mozné vyuzit pouze do chvile, nez dojde Kk vysviceni
fluoroforu [29].

Principem konfokalni mikroskopie je vyuziti izké §térbiny K selektivnimu zachyceni
svétla pouze zohniskové roviny, ¢imz se docili vysoké kvality obrazu. Opticka
konstrukce zvySuje kontrast a rozliSeni, a tak jsou vytvafeny ostré snimky vzorka [29].
Zdrojem zde byva laser (ultrafialové, infraCervené nebo viditelné spektrum), coz je
intenzivni bodovy zdroj svétla, ktery pies bodovou (konfokalni) clonu a objektiv
osvétluje preparat. Tim samym objektivem pak prochdzi odrazené svétlo (v ptipadée
fluorescen¢ni konfokélni mikroskopie pak emitované fluorescencni zareni). DalS$im
krokem je pruchod paprskt zrcadlem k bodové cloné, kde dochazi k odfiltrovani svétla
Z jinych rovin a paprsky nakonec vstupuji do fotonasobice. Ve fotonasobi¢i dochazi
k zesileni signalu a k detekci signalu. Ve skenovacim zatizeni jsou informace ukladany
pomoci bodi 0 soutadnicich X-Y, jejichZ pomoci je pocita¢ schopen sestavit obraz celého
preparatu. Postupnou tvorbou obrazu bod po bodu pomoci skenovani dochazi k vytvaieni
velmi preciznich obrazli, na rozdil od tvorby celého obrazu najednou [30; 31]. Konfokalni
mikroskopie c¢asto zahrnuje i fluorescenéni znaceni, které napomaha vizualizaci
specifickych struktur ve vzorku, coz umoziuje zacilit, a tak detailnéji studovat jednotlivé
bunécné nebo molekularni slozky [29].

Konfokalni fluorescenc¢ni mikroskopie nachazi své uplatnéni nejen v biologii, ale také
Vv oblasti materidlové védy. V biologii se nejvice vyuZziva v odvétvi bunééné biologie,
neurobiologie a vyvojové biologie, kde dochazi ke studiu buné¢énych struktur, organel
a bunécnych procesti, méfeni membranového potencidlu nebo intracelularniho pH.
Moznosti studia téchto procesi je konfokalni mikroskopie také vyuzivana
vV biomedicinském vyzkumu pro studium nemoci, bunéénych interakci a reakci na léky
schopnosti vizualizace a nasledné analyze biologickych procesii na subbunééné trovni.
V oblasti materialovych véd je uplatiovana pifi studiu mikrostruktury a vyvoji
pokrocilych materialti a nanotechnologii ve vysokém rozliseni [29; 31].

2.5.3 Pritokova cytometrie
Pratokova cytometrie je mikrobiologicka technika, pii které se bunky suspenduji
Vv kapaling, jez nasledné prochazi tizkou kapilarou. Pomoci hydrodynamické fokusace
nasledné dochazi k tomu, Ze méficim bodem prostupuji bunky jednotlivé. Métici bod je
osvétlovan zdrojem koherentniho zateni v podobé laseru. Tento proces umoznuje detekci
a pocitani bun€k na zakladé rozptylu svétla pomoci pfimého a boc¢niho rozptylu.
Vysledny cytogram poskytuje informace o velikosti bunék a o jejich viabilité [24].
Zékladni princip pratokové cytometrie souvisi s rozptylem svétla a fluorescencni
emisi, kterd se vyskytuje jako svétlo ze zdroje excitace, nejcastéji laserového paprsku,
ktery dopada na pohybujici se ¢astice. Existuji dva typy prutokové cytometrie. Prvnim je
netiidici typ, ktery je schopen provadét rozptyl svétla a fluorescencni emisi, druhym pak
tiidici typ, ktery méa schopnost detekované Castice tfidit podle nastavenych parametra.
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Fluorescencné aktivované bunécné tiidi¢e jsou pratokové cytometry, které maji
schopnost tidit fluorescen¢né znacené bunky ze smisené bunéc¢né populace [32].

Kli¢ovymi prvky prutokovych cytometrti a bunécnych sorterti jsou fluidni zafizeni,
optické komponenty (vCetné laseru, excitacni a sbérné optiky), detektory a pocitac.
Fluidni ¢ast zatizeni fidi tok kapaliny obsahujici Castice smérem k pratokové cele, kde
probihd analyza bunék prochdzejicich paprskem svétla. Funguje na principu vyuziti
tekutiny v plasti, ktera byva obvykle fyziologickym roztokem s fosfaitovym pufrem
a tlakové vedeni suspendovanych bunék ptes piistroj. Pomoci hydrodynamické fokusace
je dosazeno udrzovanim vyssiho tlaku vzorku nez tlaku tekutiny v plasti, dale zarovnava
buiiky do jednoho fokusovaného sloupce a zpusobuje rovnomérné osvétleni vzorku.
Opticky systém obsahuje nasledné Cast excitacni a sbérnou. V excitacni ¢asti dochazi
pomoci ¢ocek ke tvarovani a zaostfovani laserového paprsku na buiikky nebo Castice,
pii¢emz pii dopadu laseru na bunku dochazi k rozptylu svétla. Pfimy a bo¢ni rozptyl pak
poskytuji informace o velikosti builkky a vnitini sloZitosti. Pfimy rozptyl je imérny
velikosti bun€k a boéni rozptyl, ktery je detekovan v thlu ptiblizné¢ 90° K laserovému
paprsku, pak odrazi vnitini slozitost a je zasadni pro analyzu fluorescence ze zna¢enych
protilaitek nebo barviv. Plsobeni piimého i1 bocniho rozptylu si lze prohlédnout
na Obrazek 3. Sbérna optika prenasi rozptylené svétlo nebo fluorescencni signal z Castic
do detektort. Elektronicka sit’ pak zachycuje signal a pfeménuje jej na digitalni data
odpovidajici intenzité svétla. K analyze téchto dat je nezbytny pocita€. Soucasti sbérné
optiky jsou také filtry, které umoziuji, aby se k detektoru dostaly pouze specifické vinové
délky, a tim tak urcuji specificnost detektoru pro fluorescencni barviva. Lze fici, Ze
pro ptesnou analyzu pritokovou cytometrie je rozhodujici spravny provoz fluidniho
systému a piesna opticka konfigurace [32].

Boéni rozptyl
(90° svételny rozptyl)
+ zrnitost

A A

Piimy rozptyl

Laserovy 5
+ velikost

paprsek

i

>

Obrazek 3: Rozptyl svétla, primy rozptyl umerny velikosti, bocni rozptyl umérny vnitrni slozitosti buriky [24]
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Vysledné svételné signaly jsou detektory prevadény na napéti. Na zakladné citlivosti
se pouzivaji dva typy fotodetektorti — fotodiody (PD) a fotonasobi¢e (PMT). PMT jsou
vice citlivé ve srovnani s fotodiodami, PD detekuji silngjsi svételné signaly generované
pfimym rozptylem. Zatim co PMT se bézn¢ pouzivaji k detekci slabSich signalt
generovanych pomoci boc¢niho rozptylu a fluorescence. Oba typy detektori
se v priatokové cytometrie vyskytuji ve formé poli [32].

Vyhodou této techniky je jeji rychly ¢as analyzy vzorku, dale pak potiebny minimalni
objem analyzovaného vzorku nebo schopnost zkoumat rGzné aspekty jako jsou
zivotaschopnost, struktura (organely, jadra, DNA, RNA, chromozomy, hormony a obsah
proteinti) a metabolismus bunék, nebo méfeni toku vapniku a membranovych potencialt
[24; 32].
2.5.3.1 Fluorescence
Fluorescen¢ni ¢inidlo mé tadu specifickych vinovych délek, pii kterych absorbuje
svételnou energii. V dusledku tohoto procesu absorpce dochazi k prechodu elektronu
Z ptivodniho stavu Sp do vyssi energetické hladiny Si, oznacovaného jako excitovany
stav. Tento vybuzeny elektron se vSak rychle vrati do svého zakladniho stavu, pricemz
piebytecnou energii vydava jako foton svétla [32; 33].

2.5.4 Fluorescenéni sondy
Fluorescen¢ni sondy, téZ fluorochromy, jsou Vv bufice schopny se navazat na organely,
a tak prokazat jejich ptitomnost. Pouzivaji se K identifikaci riznych bunéénych populaci,
bunéénych povrchovych receptorti nebo intracelularnich organel bunék, ke stanovené
obsahu nukleovych kyselin ¢i k méfeni enzymatické aktivity nebo apoptotickych
bunéénych populaci [32; 34].

Mezi dulezité vlastnosti fluorescenéni sondy patii absorpcni spektrum, pii kterém je
sonda schopna excitace, a rozsah emitovanych vinovych délek, které jsou znamy jako
emisni spektrum. Emisni vinovéa délka jakéhokoli fluorochromu bude vzdy delsi nez
jeho excita¢ni vinova délka. Rozdil mezi maximy pii absorpci a emisi se nazyva Stokestv
posun, ten pak urcuje kvalitu fluorochromu. Plati, Zze ¢im je vys§i pramér Stokesova
posunu, tim je vétsi vzdalenost mezi excitujicim a emitovanym zafenim [32; 35].

Nékteré fluorochromy pouzivané v prutokové cytometrii Se pouzivaji ke kovalentnimu
znaceni proteinli, kde je jako sonda vybirana protildtka. Mezi Casto pouZzivané patii
fluorochromy, které se pouzivaji ke znaCeni nukleovych kyselin. Dale také dochazi
k vyvoji tandemovych barviv, které obsahuji dva fluorochromy. Nejprve dochazi
k excitaci prvniho barviva, které dosahne své maximalni absorbance. To pak ptreda
veSkerou svou energii druhému barvivu, které je umisténo v tésné blizkosti. Diky tomu
je druhy fluorochrom aktivovan a produkuje fluorescencni emisi. Tento jev je oznaCovan
jako fluorescencni rezonancni pienos energie (FRET). Jednd se o dobry zpusob
k dosazeni vyssiho Stokesova posunu, coz zvySuje pocet barev analyzovanych z jedné
vinové délky laseru [32; 36].

Mezi nejcastéji pouzivané fluorescencni sondy v prutokové cytometrii patii propidium
jodid (PI), fluorescein diacetat (FDA) a fluorescen¢ni sondy z rodiny SYTOX a SYTO
barviv. Dalsimi také pouzivanymi fluorochromy jsou pak Rhodamin nebo
dipyrromethenbordifluorid (BODIPY) [32].
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2.5.4.1 Propidium jodid

Propidium jodid je fluorescen¢ni barvivo, které se vaze na DNA, takze detekuje
ptitomnost nukleovych kyselin a pouziva se tedy ke stanoveni jejich obsahu, a detekuje
ptitomnost mrtvych bunék. Pokud nedojde k poskozeni membrany zivych bungk, toto
barvivo neni schopné proniknout skrz. Nicméné v piipadé poskozeni membrany
propousti PI volné do bunék. Svou vysokou afinitou propidium jodidu k nukleovym
kyselinam dochazi po navazani ke zvySeni fluorescence, a to az 40nasobné. Dochézi také
k posunu fluorescen¢niho excita¢niho maxima o 30-40 nm do Cervené oblasti, coz
po vstupu barviva do mrtvych bunék a nasledné excitaci pti vlnové délce 535 nm je
pozorovatelné jako emitované intenzivné Cervené zafeni pti vinové délce 617 nm [37;

38].

2.5.4.2 SYTOX

Interkala¢ni barviva fady SYTOX se jevi jako mozna alternativa k propidium jodidu. Jsou
k dispozici v nejrizngjSich spektralnich variantach (zelena, modra, oranzova, ...).
SYTOX barviva jsou schopna dosahnout az 500nasobného zesileni fluorescence
po navazani se na nukleové kyseliny. Zminéné zesileni intenzity je povazovano
za vhodné predevsim pro bakterie, u kterych diky jejich malé velikosti a niz§imu obsahu
nukleovych kyselin, v porovnani s kvasinkami a zivo¢i§nymi bunikami, miize byt signal
propidium jodidu nedostate¢ny, jsou-li pouzity méné citlivé ptistroje [39].

2.5.4.3 Fluorescein diacetdt

FDA, neboli fluorescein diacetat je fluorescenéni barvivo bez naboje, které lehce prochazi
pfes plazmatickou membranu a je rozpustné v lipidech. Jeho volna forma fluorescein je
pak vysoce polarni a buiky s neporusenou membranou jej nepropousti. K preméné
do této volné formy dochazi po absorpci do buiky a nasledné hydrolyze nespecifickymi
intracelularnimi esterazami. Pokud dojde v buiice k jeho akumulaci, dochazi k méfitelné
fluorescenci. Je-1i v§ak membrana poskozena, fluoresceinovy iont difunduje z buiky ven,
nedochazi tedy ke zminované fluorescenci a dana buika se povaZuje
za nezivotaschopnou. Pouziti tohoto barviva je uzitetné pro hodnoceni membranové
celistvosti a intracelularni enzymatické aktivity [40; 41].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzity mikroorganismus

V experimentech bylo pracovano se tfemi kmeny mikroorganismu Azotobacter
vinelandii. Jednalo se o jeden kmen z ¢eské sbirky mikroorganismi Azotobacter

vinelandii kmen D CCM 289 a o dva kmeny znémecké sbirky mikroorganismu
Azotobacter vinelandii DSM 87 a Azotobacter vinelandii DSM 720.

3.1.2 Pouzité chemikalie
4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI), Thermo Fisher Scientific (USA)

D-gluk6za monohydrat, Lach-Ner (Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner (Ceska republika)

Etanol, Lach-Ner (Ceska republika)

Hydrogenfosfore¢nan disodny, Lach-Ner (Ceska republika)

Chlorid barnaty, Lachema (Ceska republika)

Chlorid draselny, Lach-Ner (Ceska republika)

Chlorid hlinity, Carl Roth (Némecko)

Chlorid mé&dnaty dihydrat, Fluka™ (USA)

Chlorid sodny, Lach-Ner (Ceské republika)

Chlorid vapenaty, Lach-Ner (Ceska republika)

Chlorid Zelezity hexahydrat, PENTA chemicals unlimited (Ceské republika)
Propidium jodid (PI), Thermo Fisher Scientific (USA)

Siran amonny, Lachema (Ceska republika)

Siran hofeénaty heptahydrat, Lach-Ner (Ceska republika)

Siran vapenaty dihydrat, PENTA chemicals unlimited (Ceské republika)
SYTOX™ BJue Dead Cell Stain, Thermo Fisher Scientific (USA)
Uhli¢itan vapenaty, Lachema (Ceska republika)

Yeast Extract Powder, HiMedia (Indie)

3.1.3 PouZité pristroje
Laminarni box Aura Mini, Bio Air Instruments

Magneticka michacka MMS-3000, Biosan (Lotyssko)
Mikrocentrifuga 1-14, SIGMA

Pritokovy cytometr Aurora, Cytek Biosciences (USA)
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Predvazky EW 620-3NM, Kern (Némecko)
Ttepacka Unimax 1010 s inkubatorem 1000, Heidolph

3.2 Kultivace bakterii

3.2.1 Kultivaéni podminky

Skladovani kultury probihalo pomoci kryozkumavek, kdy do kazdé kryozkumavky bylo
ptidano 0,5 ml 30% glycerolu a 1 ml inokula. Takto ptipravené kryozkumavky byly
zmrazeny a uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Kultivace bakterie Azotobacter vinelandii probihala na temperované tiepacce
pii 30 °C. Zvolena teplota byla vybrana z rozmezi optimalnich teplot, které jsou od 25 do
40 °C. Ptipravené inokula¢ni médium bylo ponechano na tfepacce pii 200 otackach
za minutu (rpm), produkéni médium pak pii 220 otaékach za minutu (rpm). Odlisnost
mezi médii je viditelna v tabulkdch nize (viz. Tabulka 1: Slozeni jednoho litru
inokula¢niho média a Tabulka 2: SloZeni jednoho litru produkéniho média).

3.2.2 Inokulaéni a produkéni médium

Vsechny tfi kmeny, které byly zvoleny pro dané experimenty, byly kultivovany
ve stejném inokulacnim i produkénim médiu, za stejnych podminek. Do 33 ml
inokula¢niho média (Tabulka 1), které bylo ve 100 ml velké Erlenmayerové bance, bylo
pfiddno 0,75 ml rozmrazené kultury zkryozkumavky. Kultura byla inkubovéana
Vv inokula¢nim médiu po dobu 24 h pfi teploté 30 °C. Nasledné bylo 10 ml inokula
ve sterilnim boxu pieockovano do Erlenmeyerovy barnky o objemu 250 ml obsahujici
po dobu 96 hodin. Pro pozdé&jsi experimenty byl tento ¢as zkracen na 48 hodin, bakterie
byly ponechany v produkénim médiu po dobu dvou dni.

Tabulka 1: SlozZeni jednoho litru inokulacniho média

Latka MnozZstvi [¢]
Glukoéza 20,0
Yeast Extract Powder 6,0
Na;HPO4 2,0
(NH4)2S04 0,6
MgSQO4-7H20 0,3

Tabulka 2: Slozeni jednoho litru produkcéniho média

Latka Mnozstvi [g]
Glukoéza 20,0
Yeast Extract Powder 6,0
Na;HPO4 2,0
(NH4)2S04 0,6
MgSOs-7H20 0,3
CaCOs 1,0
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3.3 Analyza vzorku bakterialnich kultur

Pro analyzu pomoci pratokové cytometrie byly vzorky mikrobidlnich kultur odebrany
po 120 hodinach kultivace (od pocatku kultivaéniho procesu). Na nasledujici
experimenty byly pak odebrany jiz po 72 hodinach od pocatku kultivace z divodu lepsi
optimalizace pocate¢niho protokolu.

3.4  Priprava vzorku K ovéfeni viability pomoci pritokové cytometrie
S fluorescenc¢ni sondou

Po 120 hodinach kultivace (v pozdéjsich experimentech pak po 72 hodinach) byl
z Erlenmeyerovy banky obsahujici kulturu v produkénim médiu odebran 1 ml kultury
do 2 ml Eppendorfovy mikrozkumavky. Eppendorfovy mikrozkumavky byly nasledné
centrifugovany pii 2656 x g (6000 rpm) po dobu 5 minut. Po skonceni centrifugace byl
odpipetovan supernatant a piidan 1 ml fosfatového pufru (slozeni viz. Tabulka 3: SloZeni
jednoho litru fosfatového pufru). Zastejnych podminek byla opét provedena
centrifugace, odlit supernatant a ptidan 1 ml fosfatového pufru. Dany krok byl proveden
jesté jednou, aby byly vzorky dostate¢né promyté.

Nez se pristoupilo k samotné piipravé vzorkl, bylo otestovano vhodné nafedéni
vzorku pro pritokovou cytometrii, kdy vzorek by mél obsahovat 10°-10° bunék/ml. Bylo
odebrano 0,1 ml vzorku do Eppendorfovy mikrozkumavky, ktera jiz obsahovala 0,9 ml
fosfatového pufru. Tim se ziskalo 10ndsobné fedéni. Tento krok byl opakovan
do 1000nasobného fedéni. Vzorky neni tieba barvit. Jednotlivé vzorky byly
zkontrolovany okometricky kvili viditelnému zakalu. Byly prométeny vzorky nafedéné
1000x a 500x. Z objemu, ve kterém bylo naméfeno 10 000, bylo vypocitano celkové
mnozstvi bunék v 1 ml. Redéni, které obsahovalo doporugené hodnoty bylo pouZito
Vv experimentu.

Po zjisténi vhodného natedéni vzorku byly jiz 3x promyté vzorky nafedény
a ptipraveny k ptidavku sondy. Pti pouziti fluorescenénich sond DAPI a SYTOX™ Blue
Dead Cell Stain k analyze byl do 1 ml vzorku pfidan 1 pul sondy. Vzorky s ptidavkem
fluorescenéni sondy byly pak ponechany K inkubaci ve tmé, za laboratorni teploty,
po dobu 5 minut. Pti pouziti fluorescenéni sondy PI byly do 1 ml vzorku ptidany 4 pl
sondy a vzorky pak ponechany k inkubaci ve tmé, laboratorni teploty, po dobu 15 minut.
Do kazdého vzorku byla ptidana vzdy pouze jedna fluorescencni sonda. Pro analyzu byla
piipravena také pozitivni a negativni kontrola, pro kterou byl postup piipravy vzorku
totozny S vySe zminénym postupem, tedy odebrand kultura byla tfikrat promyta. Nasledné
byla kultura povaiena ve vaftici vodé po dobu 30 minut. S varem usmrcené kultury byl
pfipraven findlni vzorek o 1000nasobném ziedéni. V ptipad€ pozitivni kontroly byla
pfidana fluorescen¢ni sonda, Vv pfipadé kontroly negativni, nebyla ke vzorku pfidana
zadna sonda. Pro analyzu byl pouzit program SpectroFlo, pomoci kterého byly ziskany
vysledky. Vystupem z méteni byl pak zaznam, ktery obsahoval 10 000 zaznamenanych
bune¢k (eventi).
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Tabulka 3: Slozeni jednoho litru fosfdatového pufiu

Latka Mnozstvi [g]
NaCl 8,000
KCI 0,200
Na,HPO4-2H-0 0,144
KH,PQO4 0,240

3.5 Priprava roztoki sit’ovacich ¢inidel pro vyuZiti na vybrany kmen

Pro nasledujici experimenty byly pfipraveny roztoky Sesti sitovacich ¢inidel, a to roztoky
chloridu vapenatého, chloridu médnatého, chloridu barnatého, chloridu zelezitého,
chloridu hlinitého a siranu vapenatého o koncentracich 2 hm %, 0,2 hm. % a 0,02 hm. %.
Takto pfipravené roztoky byly pouzity dale u vybraného kmene.

3.6  Priprava vzorki s pifidavkem sit'ovaciho ¢inidla K ovéfeni viability
pomoci priitokové cytometrie s fluorescencni sondou

Postup ptipravy vzorkl s ptidavkem sitovaciho ¢inidla na analyzu pomoci pritokové
cytometrie je téméf shodny s predeslym, jiz zminénym postupem. Lisi se pouze v bod¢
pted vyslednym fedénim vzorkl na pritokovy cytometr, kdy po dostatecném promyti
vychozich vzorkll bylo pfidano 0,5 ml fosfatového pufru a 0,5 ml sitovaciho ¢inidla
0 ptislusné koncentraci. Takto ptipravené vzorky byly ponechany k inkubaci po dobu
60 minut. Nasledné¢ byly vzorky centrifugovany pii 2656 x g (6000 rpm) po dobu
5 minut. Po skonc¢eni centrifugace byl odpipetovan supernatant a ptidan 1 ml fosfatového
pufru. Takto pfipravené a vhodné ziedéné vzorky byly méfeny pratokovou cytometrie.
Jako v ptedchozich experimentech bylo zvoleno 1000nasobné fedéni vzorki, ke kterym
byla pfidana fluorescencni sonda. Pro experimenty s pfidavkem sitovaciho ¢inidla byla
vybrana fluorescen¢ni sonda PI. Po piidavku 4 ul fluorescenéni sondy do 1 ml kazdého
vzorku byly vzorky nasledné ponechany K inkubaci ve tmé, za laboratorni teploty,
po dobu 15 minut. Paralelné s ptipravou vzorkd s obsahem sitovaciho ¢inidla byly
pfipraveny také vzorky bez pfidavku sitovaciho €inidla. Vzorky bez ptidavku sitovaciho
¢inidla slouZily pro pozdé&jsi porovnani vysledkd. Jako pii predchozich méteni byla
pro analyzu pfipravena také pozitivni a negativni kontrola. Postup piipravy byl totozny
s vySe zminénym postupem pro piipravu pozitivni a negativni kontroly. Pro analyzu byl
pouzit program SpectroFlo, jehoZ pomoci byly ziskany vysledky analyzy.

3.7 Priprava vzorka bunék uvolnénych z pripravenych gelu k ovéreni
viability pomoci pritokové cytometrie

3.7.1 Gelace bunééné kultury
Gelace bunééné kultury byla provedena pomoci piipravenych sitovacich ¢inidel. Jako
sitovaci Cinidla byly pouzity roztoky chloridu vapenatého, barnatého, médnatého,
hlinitého, Zelezitého a siranu vapenatého 0 koncentraci 2 hm. %.

Do sklenénych ¢irych vialek bylo odebrano po 5 ml kultury a pfidano 5 ml sitovaciho
¢inidla. Takto ptipravené gely byly ponechany ve vialkach po dobu 10 minut. Gelace byla
provedena pro kazdé sitovaci ¢inidlo v duplikatu.
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3.7.2 Uvoliiovani bunék z pripravenych geli

Do Eppendorfovy mikrozkumavky byl piidan 1 ml fosfatového pufru, 0,5 g piipraveného
gelu a 3 mg enzymu alginat lyazy. Enzym byl pfidan z dvodu usnadnéni bunikam se
uvolnit z gelu. V Eppendorfové mikrozkumavkach byly gely s pifidavkem enzymu
ponechany po dobu 60 minut.

3.7.3 Ovéreni viability pomoci prutokové cytometrie s fluorescen¢ni sondou

Po 60 minutach slouzicich pro uvolnéni bunék kultury z gelu byly Eppendorfovy
mikrozkumavky s obsahem centrifugovany pii 2656 x g (6000 rpm) po dobu 5 minut.
Z odstfedéné¢ho supernatantu byly nasledné pfipraveny vzorky pro analyzu pomoci
prutokové cytometrie, kdy bylo odebrano 0,1 ml supernatantu do dalsi Eppendorfovy
mikrozkumavky s 0,9 ml fosfatového pufru (desitkové fedéni). Proces byl poté opakovan,
aby bylo dosazeno 100nasobného zifedéni. Vzorky byly pfipraveny v triplikdtech
pro kazdy gel.

Spolu se vzorky obsahujici uvolnéné bunky z gell pfipravenych riznymi ¢inidly byla
pfipravena také pozitivni a negativni kontrola, jejiz postup ptipravy byl totozny jako
pfi ptfedchozich méteni.

Dalsi kontrolou, ktera byla pfipravena, byla kontrola bunécné kultury s pfidavkem
enzymu alginat lyazy. Do Eppendorfovy mikrozkumavky byl odebran 1 ml kultury
a nasledné ptidany 3 mg zminéného enzymu. Kultura v mikrozkumavce s enzymem byla
ponechana 60 minut. Po uplynuti doby byla kultura 3x promyta a bylo provedeno
desitkové fedéni az do 1000ndsobného, které jiz bylo ptipraveno pro ptidavek sondy.

Pro analyzu byla zvolena fluorescen¢ni sonda PI. Do kazdého 1 ml vzorku byly
ptidany 4 ul fluorescen¢ni sondy, vzorky byly dale ponechany k inkubaci ve tmé,
za laboratorni teploty po dobu 15 minut. Jako pfi pfedchozich méteni byl K ovéteni
viability bun¢k pouzit program SpectroFlo.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace fluorescenéni sondy pro stanoveni viability u vybraného
kmene
Zivotaschopnost bakterii se obecné stanovuje pomoci plotnové metody (viz. 2.5.1),
ovSem tato technika ma nevyhodu v tom, ze vyzaduje dlouhou inkubacni dobu (24-
72 hodin — v zavislosti na bakterialnich kmenech) [42]. Fluorescenc¢ni techniky, jako je
prutokova cytometrie s pouzitim specifickych sond, umoziuji rychlejsi vyhodnoceni
viability mikroorganismu i stanoveni po¢tu buné¢k [43; 44].
Pro stanoveni viability bakteridlnich bunék bylo zprvu zapotiebi vybrat vhodnou
fluorescen¢ni sondu, tedy sondu, ktera nejlépe funguje a je schopna jednoznacné odlisit
signal mrtvych a zivych bunék. Pro experiment byly vybrany tii fluorescencni sondy, a to
SYTOX™ Blue, 4‘,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) a propidium jodid (P1). Sondy
se od sebe 1isi nejen vlastnostmi, ale také dobou inkubace. Pro propidium jodid je tato
doba 15 minut, pro SYTOX™ Blue a DAPI pak 5 minut. Viabilita byla stanovovéna
pomoci priatokové cytometrie, a to i pies to, Ze metoda pratokové cytometrie je nakladna,
jak tvrdi autofi ¢lanku [45]. Servain-Viel a dalsi vSak potvrzuji [46], Ze prutokova
cytometrie je vhodnou metodou pro vyzkumné projekty, které se zamétuji na analyzu
vlastnosti bakterialni populace, jako je mnozstvi, zivotaschopnost nebo aktivita.

4.1.1 Experimenty po 120 hodinach kultivace

Pti prvnich experimentech byly sondy pouzity po 120 hodinéach kultivace rhizobakterii.
Tato doba kultivace je povazovéana jako nejvhodnéj$i pro experimenty, pii kterych
dochazi k zesitovani kultury a nasledné tvorbé nejkvalitnéjsiho gelu. Experimenty byly
provadény pro vSechny tfi vybrané kmeny bakterie Azotobacter vinelandii.

Vysledky, které byly ziskany, l1ze vidét na obrazcich nize (Obrazek 4-9), kde jsou
zobrazeny formou histogramil i1 scattergramid. V horni polovin€é obou obrazkl jsou
histogramy pro kulturu oznacenou jako Zzivou, tedy tu, ktera byla promyta pomoci
fosfatového pufru, vhodné natfedéna a nasledné obarvena pomoci dané fluorescencni
sondy. Pouzita fluorescenc¢ni sonda je nadepsana v hornim fadku. V dolni poloviné
se nachazi pak vysledky pro kulturu, ktera byla povafena po dobu 30 minut, a tak
povazovana za negativni kontrolu, tedy mrtvou.

Pro kmen CCM 289 lze vidét vysledky na obrazcich nize (Obrazek 4 a Obrazek 5).
V ptipadé fluorescen¢nich sond PI a DAPI Ize vidét, Ze kromé& bunék povaZovanych za
7ivé ve vzorku zivych bunék se vyskytuje také intenzivni signal (kolem 10°), ktery znaci
znacny pocet mrtvych bunek. To by mohlo byt vysvétleno starfim kultury, kdy ¢ast kultury
mohla jiz zacit postupné umirat, nebo vyc€erpanim uhlikového zdroje, nahromadénim
toxickych produktli metabolismu, popfipadé¢ kontaminaci. Pfi barveni pomoci PI lze
ve vzorku mrtvé kultury vidét jeden pik o vysoké intenzité, coz dle ocekéavani je spravné,
jelikoz sonda vykazuje vyssi fluorescenci u mrtvych bunék. To se ovSem neda fict o sonde
DAPI, kde se objevili ve vzorku mrtvé kultury dva piky o vyssi intenzité. Fluorescencni
sonda SYTOX dokazala odlisit buiiky zivé 1 mrtvé kultury.
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Obrézek 4: Histogram CCM 289 po 120 hodindch kultivace. Sonda Pl dokdzala odlisit Zivé
i mrtvé bunky ve vzorku zivych bunék, sonda SYTOX jasné rozlisila zivé a mrtvé bunky, sonda
DAPI vykazovala nejasné vysledky.
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Obrazek 5: dot-plot CCM 283p0 120 hodinach kultivace. Sonda PI jasné rozlisila mrtvé bunky
od zZivych, pricemz ve vzorku zZivych se objevily i mrtvé buiiky. Sonda SYTOX odlisila od sebe
mrtvy a zivy stav bunék, sonda DAP| nevykazuje jednoznacné vysledky.

Pro kmen DSM 87 je mozné vysledky vidét na nasledujicich obrazcich (Obrazek 6
a Obrazek 7). Zde bylo dosazeno podobnych vysledkd pomoci sond PI a SYTOX.
Ve vzorcich mrtvé kultury je viditelny pfedpoklddany intenzivnéj$i signdl, avSak

Vv pfipadé ptivodni kultury jsou opét viditelné jak buniky Zivé, tak mrtvé. Tuto skutecnost
1ze vysvétlit stejné jako v piipadé kmene CCM 289, tedy Ze se jedna o ¢ast kultury, kterd

jiz odumfela. Pomoci sondy DAPI nebylo moZné rozeznat Zivé buiikky od mrtvych, bylo

dosazeno stejnych vysledki pro oba typy vzorkd.
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Obrazek 6. Histogram DSM 87 po 120 hodinach kultivace. Sonda PI i SYTOX rozlisily Zivé
a mrtvé buiky, véetné mrtvych bunék ve vzorku zivych. Sonda DAPI nedokdzala rozlisit mrtvé
bunky od Zivych.
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Obrdazek 7: dot-plot DSM 87 po 120 hodindch kultivace. Sonda PI a SYTOX vykazovaly obdobné
vysledky pri rozlisovani mrtvych bunék od Zivych, sonda DAPI Zivé a mrtvé bunky nerozlisila.

Pro kmen DSM 720 jsou vysledky vyobrazeny na obrazcich nize (Obrazek 8
a Obrazek 9). Vysledky ziskané sondou PI opét zobrazuji vétsi ¢ast mrtvé kultury
ve vzorku zivych, coz 1ze vysvétlit stejné jako u pfedchozich dvou kmend, tedy jako imrti
¢asti kultury. Pti pouziti sondy SYTOX bylo dosazeno vysledki, kdy u mrtvé kultury
byla nalezena kultura ziva. To by mohlo byt vysvétleno tim, Ze sonda nefungovala se
100% ucinnosti. Sonda DAPI se jako u kmene DSM 87 nejevi jako vhodna, a to z diivodu,
ze ve vysledcich nelze rozeznat, zda se jedna o zivé ¢i mrtvé bunky.
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Obrazek 8: Histogram DSM 720 po 120 hodindch kultivace. Sonda Pl jasné rozlisuje mrtvé buriky

od zivych, sonda SYTOX vykazovala zivé bunky ve vzorku mrtvych a sonda DAPI nerozlisila stav
bunek.
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Obrazek 9: dot-plot DSM 720 po 120 hodinach kultivace. Sonda Pl rozlisila mrtvé buriky
od zivych, sonda SYTOX rozlisila stav bunék, avsak ve vzorku mrtvych zobrazila zZivé buiiky.
Sonda DAPI od sebe nerozlisila stavy bunék.

Pti pouziti danych sond po 120. hodinach kultivace bylo zjiSténo, Ze fluorescencni
sonda DAPI se jevi jako nevhodna, a to proto, ze pii jejim pouziti nebylo mozné od sebe
odlisit mrtvé kultury od zivych. Z tohoto diivodu byla z dalSich experimentli vyfazena.
Pouzitim fluorescen¢nich sond PI a SYTOX bylo zjisténo, Ze sondy jsou schopné
rozeznat zivé buiiky od mrtvych. Vybér vhodné fluorescen¢ni sondy byl tedy zuZen na PI
a SYTOX, které¢ byly pouZity pro nasledujici experimenty.
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4.1.2 Experimenty po 72 hodinach kultivace

Nasledujici experimenty byly provedeny po 72 hodinach kultivace rhizobakterii. Doba
kultivace byla snizena z divodu omezeni poc¢tu odumielych bunek. Z tohoto divodu byla
zvolena doba, kdy bunky jsou rovnomérné narostlé a vétsi pocty odumfielych bunck
nejsou piedpokladany. Experimenty byly provedeny opét pro vSechny tii vybrané kmeny
bakterie Azotobacter vinelandii.

Vysledky, které byly ziskany, 1ze vidét na obréazcich nize, kde jsou zobrazeny jak
formou histogramui, tak formou cytogramui. Obrazky jsou rozdéleny do dvou sloupcu, kdy
kazdy sloupec udava vysledky pro experiment s vybranou fluorescencni sondou pro dané
meéteni, a do tif fadkd znadici vysledky pro zivé bunky, dale pak mrtvou kulturu, ktera
byla po dobu 30 minut povarena, a tak povazovana za mrtvou, a vzorky piipravené z 50 %
vzorku zivych bunék a 50 % vzorku mrtvych bunék.

Vysledky pro kmen CCM 289 jsou viditelné na nasledujicich obrazcich (Obrazek 10
a Obrazek 11). Pomoci fluorescenéni sondy PI jsou zietelné rozdily Zivé a mrtvé kultury.
Je zde viditelny rozdil signalu mezi obéma kulturami. Naopak u fluorescencni sondy
SYTOX podobnych vysledkt nebylo dosazeno. Fluorescen¢ni sonda nerozeznala Zivou
kulturu od mrtvé. To je na obrédzcich patrné, kdy sonda udava stejny signal pro zivé
I mrtvé buiiky, dokonce i ve vzorku, ktery byl ptipraven v poméru 50 % zivé a 50 % mrtvé
kultury.
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Obrazek 10: Histogram CCM 289 po 72 hodindch kultivace. Sonda PI jasné rozlisila zivé buriky
od mrtvych. Sonda SYTOX nejevila jasné vysledky u vzorku Zivych a nebyla schopna urcit stav
smeési zivych a mrtvych bunék.
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Obrazek 11: dot-plot CCM 289 po 72 hodindch kultivace. Sonda PI rozlisila stav bunék, sonda
SYTOX pri rozliSovani Zivych bunék nejevila jasné vysledky a u smiSeného vzorku Zivych
a mrtvych bunék nerozlisila jejich stav.

Pro kmen DSM 87 jsou nize viditelné vysledky (Obrazek 12 a Obrazek 13). Oba typy
fluorescencnich sond vykazuji vysledky, které odliSuji mrtvé kultury od zivé. Rozdilem
je pak pouze intenzita signalu, které bylo dosazeno, coz je vidét pomoci niz§iho posunu
signalu fluorescence u fluorescen¢niho barviva SYTOX V histogramu, oproti sondé PI,
kterd vykazovala znatelngj$i rozdil v intenzité fluorescence mezi Zivymi a mrtvymi
buiikami ve vzorku. Vysledky pro kmen DSM 720 je moZné pak vidét na nasledujicich
obrazcich (Obrazek 14 a Obrazek 15). Zde je patrné, ze vysledky jsou témeét shodné
s vysledky, kterych bylo dosaZzeno u kmene DSM 87. Z toho diivodu mohou byt
okomentovany stejné, tedy ze oba typy fluorescen¢nich sond jsou schopny odliSit mrtvé
buiikky od zivych s jedinym rozdilem, ato dosazenych signalii fluorescence mrtvymi
buitkami, coz je vlastnosti sondy SYTOX.
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Obrazek 12: Histogram DSM 87 po 72 hodindch kultivace. Sonda PI a sonda SYTOX jasné
rozlisuji stav bunek, a to i ve smiSeném vzorku Zivych a mrtvych bunék.
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Obrdzek 13: dot-plot DSM 87 po 72 hodindch kultivace. Sonda Pl a sonda SYTOX rozlisily stavy
bunék, i ve smisenych vzorcich zZivych a mrtvych bunék.
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Obrazek 14: Histogram DSM 720 po 72 hodindch kultivace. Sonda PI i sonda SYTOX rozlisily
ve vSech vzorcich mrtvé buiiky od Zivych.
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Obrazek 15: dot-plot DSM 720 po 72 hodindach kultivace. Oba typy sond jasné rozlisily stavy
bunék, véetné vzorki pripravenych jako smisené mrtvych a zZivych bunék.

Pouzitim fluorescen¢nich sond PI a SYTOX po 72 hodinach kultivace bylo zjisténo,
ze obé¢ tyto sondy funguji pro pfesné rozeznani mrtvé kultury od zivé. Vyjimku zde tvoii
kmen CCM 289, pro ktery se fluorescencni barvivo SYTOX nejevilo jako vhodné, a to
z diivodu, ze zivé bunky byly zobrazovany jako mrtvé, coz barvivo PI odlisit dokézalo.
U kmeni DSM 87 a DSM 720 fungovaly obé sondy bez jedinych komplikaci, av§ak
vysledky ziskané pomoci PI byly zietelnéjsi diky vyssi intenzité signalu fluorescence
mrtvych bunék, a tak pro dal$i experiment byla vybrana pravé tato sonda.

V praci Chambina a jeho tymu [42] se propidium jodid jevil taktéz jako vhodny
fluorochrom pro posouzeni stavu bun¢k. Jejich pouZitou kulturou byly pak bakterie
Bifidobacterium bifidum fadici se do kmene Actinobacteria. Pti jejich experimentech byl
pro stanoveni viability mimo PI pouzit karboxyfluorescein diacetat (cFDA), jenZ je Siroce
vyuzivan pro hodnoceni esterazové aktivity u bakterii [48]. Vyzkumny tym Chambina
vyuzil tzv. dvojité barveni pomoci cFDA a PI pro snadnéjsi rozliSeni mezi aktivnimi
a neaktivnimi bunikami. Tento zplsob barveni pii této bakalarské praci pouzit nebyl,
ovSem jevi se jako moznym vylepSenim protokolu do budoucna.
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4.2  Pouziti vybrané fluorescencni sondy na vzorky s pridavky roztoki
sitovacich ¢inidel

Ugelem experimenti pii stanovovani viability bylo sledovat a porovnat vliv vybranych
sitovacich ¢inidel o konkrétnich koncentracich na buné¢nou kulturu. Pro experimenty byl
zvolen pouze jeden kmen ze tfi pfedchozich, a to kmen DSM 87. Jako sitovaci Cinidla
byly pouzity roztoky chloridu vapenatého, méd’natého, barnatého, Zelezitého, hlinitého
a siranu vapenatého, pticemz byly pfipraveny roztoky o 2, dale 0,2 a 0,02 hm. %. Prvni
tfi ze zminénych sitovacich Cinidel byly pouzity v jednom spolecném méieni, dalsi tii
pak ve druhém, které probihalo Vv jiném tydnu zapocaté kultivace. Pro stanoveni viability
byla pro analyzu zvolena fluorescencni sonda PI.

Ziskané vysledky z méfeni lze vidét na nasledujicich obrazcich, a to formou
histogramu a cytogrami. Obrazky jsou rozvrzeny do dvou sloupct, kdy v prvnim jsou
vyobrazeny vysledky vzorku kultury bez piidavku sitovaciho ¢inidla a ve druhém pak jiz
s danym piidavkem. V prvnim sloupci se jedna o zobrazeni vzorku samostatné kultury —
vzorku kultury zivé, dale mrtvé, ktera byla povafena po dobu 30 minut, a vzorku, ktery
byl ptipraven z 50 % zivé kultury a 50 % mrtvé kultury. Tyto vysledky Ize povazovat
za kontrolu pii porovnani stavu bakterii. Ve druhém sloupci jsou pak vysledky kultury,
ktera byla inkubovana s pfidavkem c¢inidla po promyti po dobu jedné hodiny, a to
s ptidavkem roztokt o koncentracich 2, dale 0,2 a 0,02 hm. %.

Vysledky ziskané pii pouziti roztokl chloridu vépenatého lze nésledné vidét dale
(Obrazek 16 aObrazek 17). Pii pouziti roztokt zminéného sitovaciho ¢inidla
0 vybranych koncentracich je zfejmé, ze chlorid vapenaty nezplisoboval umrti kultury,
atak viabilita nebyla zdsadné ovlivnéna. Paralelné byly pouzity i roztoky chloridu
barnatého, kdy vysledky analyzy lze vidét na nasledujici strané¢ (Obrazek 18 a Obrazek
19), a také chloridu méd’natého s vysledky (Obrazek 20 a Obrazek 21). Roztoky chloridu
barnatého nemély taktéZ vyznamny vliv na imrti kultury. Je z obrazki zfejmé, Ze kultura
po pouziti zminéného Cinidla zlstala i pfes jeho toxicitu ziva jako v ptivodnim vzorku.
V piipadé€ pouziti roztoki chloridu méd’natého nebylo dosazeno stejného efektu. Roztok
o nejvyssi koncentraci, tedy o koncentraci 2 hm. %, zplsobil umrti u vétSiny bunék
ve vzorku. Naopak roztoky sniz§i koncentraci, Skoncentraci 0,2 a 0,02 hm. %,
nezpusobily umrti bun€k. Je zifejmé, ze bunky po pouziti roztoki o dvou nizsich
koncentracich nemély negativni vliv na viabilitu. Nachazi se zde trend, tedy s klesajici
koncentraci se snizuje pocet odumielych bunék.

36



DSM 87 BEZ PRIDAVKU CaCl,

All Events e Al Events

11K =3 13K a
P2
Coult; 8181
80 % Prent: 81.91| 1.0K=
i. - 630 4 2 h o / 780
=] % )
Ve L m. 7o 3 Count: a447
& 1 8 & Patenn 8 47
420 - 520 -
21— 260 =
0 g SO — 0 " &4
ETR 10° 10° 10° w0 0 10 0w 10 10°
BE-A B&-A
All Events 1204 All Events -
520
500
Mrtvé 0,2 hm.% § &
Count: 8170
rtve N m. /o ] [y
w50
20
st &
-0 0 10 1w 10° 10°
BeA e
S50 All Events a L1k All Events
a4 - G Count: 3823 o0
Charent 123
0] o0
50:50 F 0,02 hm.% ;
H 1 £ P2
. § ’ m. 7o 5 B
§ & Chteat 783
20 - 120
1o 4 0
° L T T T
w0 10° w 10° 10" BT I ) 10t 10’ 10"
B6-A B6A

Obradzek 16: Histogram DSM 87. Pridavek roztokii sitovaciho cinidla chloridu vapenatého
0 prislusnych koncentracich nezpiisobil umrti bunek ve vzorcich.
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Obrazek 17: dot-plot DSM 87. Pridanim roztokii chloridu vapenatého K zivym bunkam kultury
nebyla oviivnéna jejich viabilita.
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Obrazek 18: Histogram DSM 87. Pridavky roztokii chloridu barnatého nemély vyznamny viiv
na viabilitu kultury.
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Obrazek 19: dot-plot DSM 87. Chlorid barnaty o riznych koncentracich nezpusobil vyznamné
umrti kultury.
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Obrazek 20: Histogram DSM 87. Pridavky chloridu médnatého o koncentraci 2 hm. % zpuisobil
vyznamné oviivnéni viability a mél za ndsledek umrti vétsiny Zivych bunék ve vzorku. Roztoky
chloridu médnatého o nizsich koncentracich umrti kultury nezpuisobily.
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Obrazek 21: dot-plot DSM 87. Roztok chloridu méd'natého o koncentraci 2 hm. % zpiisobil vumrti
vetsiny bunek ve vzorku. Roztoky o nizsich koncentracich viabilitu neovlivnily.
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Pti nésledujici analyze byly pouzity roztoky zbylych ¢inidel, a to chloridu Zelezitého,
chloridu hlinit¢ho a siranu vapenat¢ho 0 jiz zminénych koncentracich. Vysledky
Z analyzy vzorkl s vyuzitim roztoku chloridu Zelezitého si Ize prohlédnout déle na strance
(Obrazek 22 a Obrazek 23). Pti pouziti roztoku 0 koncentraci 2 hm. % je ziejmé, ze
pomérna ¢ast kultury byla timto roztokem usmrcena, tedy viabilita kultury se pohybuje
okolo 50 procent. Ovsem v blizkosti signalu fluorescence, ktery nalezi pro mrtvé burky,
se jevi jind kolonie bun¢k. To by mohlo byt zapfi¢inéno shlukovanim bungk, jejich
genetickych informaci, obalu ¢i bunéénych organel, které mohlo byt zptisobeno po lyze
bun¢k pouzitim daného roztoku. Naopak pfi pouziti méné koncentrovanych roztoki
k usmrceni nedoslo, pti pouziti roztoku o koncentraci 0,2 hm. % doslo k usmrceni pouze

24

DSM 87 BEZ PRIDAVKU
Zivé 2 hm.%
Mrtvé 0,2 hm.%
50:50 0,02 hm.% |’

Obrazek 22: Histogram DSM 87 s piidavky chloridu Zelezitého. Roztok o koncentraci 2 hm. %
meél vyznamny viiv na viabilitu kultury. Ve vzorku se vyskytuje i nizsi signal fluorescence
V blizkosti signdalu pro mrtvé buiiky. Roztok o nizsi koncentraci ovlivnil viabilitu mensi mérou,

vy
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Obrazek 23: dot-plot DSM 87 s pridavky chloridu Zelezitého. Nejkoncentrovanéjsi roztok mel
vyznamny viiv na viabilitu bunék ve vzorku, je patrné velky signal fluorescence v blizkosti signalu
mrtvych bunéek. Méne koncentrovany roztok viabilitu téeméer neovlivnil, nejméné koncentrovany
roztok viabilitu neovlivnil.

Pouziti chloridu hlinitého melo vyznamny vliv na viabilitu kultury (viz. Obrazek 24
a Obrazek 25). Roztok o koncentraci 2 hm. % m¢l za nasledek usmrceni vétsiny zivych
bunék, které se ve vzorku nachazely. Ziedéné&jsi roztok zpiisobil usmrceni kultury jako
Vv pfedchozim ptipadé, ovsem ne v takové mifte. Je ziejmé, ze vétSina bunck zistala ziva.
Lze si ale také vSimnout, Ze pii analyze se vyskytoval signal i mimo intenzitu
fluorescence, pii které jsou rozeznavany zivé a mrtvé bunky daného kmene. Tato
skute¢nost mize byt vysvétlena stejné jako v predchozim piipad€ pii pouziti roztoku
chloridu zelezitého o koncentraci 2 hm. %, a to, ze pii pouziti ¢inidla doslo k 1yze bunék
a naslednému shlukovani jich samotnych nebo jejich ¢asti. Roztok o nejnizsi koncentraci
nemél vyznamny vliv na viabilitu bunék, tudiz lze konstatovat, ze vétSina bunék vzorku
nebyla pfidavkem roztoku poznamendna a ziistala Ziva. Vyskytuje se zde vSak 1 Cast
odumfelé kultury, coz by mohlo byt zptisobeno postupnym odumiranim bunék v pufru,
sitovacim ¢inidle nebo také manipulaci a procesy pii promyvani vzorku.
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Obrazek 24: Histogram DSM 87 s pridavkem chloridu hlinitého. Nejkoncentrovanéjsi roztok mél
za ndsledek usmrceni vétsiny bunék ve vzorku, Zredénéjsi roztok ovlivnil viabilitu bunék
ve znatelné mire. Byl zjisten také znacny signal fluorescence vyskytujici se v blizkosti signalu
pripadajicim mrtvym burikam. Nejziredenejsi roztok mél nizky viiv na viabilitu bunék.
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Obrazek 25: dot-plot DSM 87 s pridavkem chloridu hlinitého. Nejkoncentrovanéjsi roztok mél
cytotoxicky viiv na buniky ve vzorku. Méné koncentrovany roztok zpiisobil usmrceni bunék o néco
mensi mire, jevi se zde také dalsi vysoky signal fluorescence v blizkosti signalu, ktery vykazovaly
mrtvé bunky. Nejméné koncentrovany roztok nezpiisoboval znacné sniZeni viability vzorku.

Jako posledni sit'ovaci ¢inidlo byl zvolen siran vapenaty (viz. Obrazek 26 a Obrazek
27). Pti pouziti roztokdi daného sitovaciho ¢inidla nedoslo k ovlivnéni viability bunék.
Z vysledki analyzy je zfejmé, Ze po pouZiti roztokl bylo ziskano téméf stejného vysledku
jako u vzorku bunék bez pridavku ¢inidla, jenz slouzil K porovnani viability. Lze tedy
konstatovat, ze siran vapenaty se nejevi jako cytotoxické sitovaci ¢inidlo. Lze si vSak
vS§imnout, Ze byla zaznamenana také intenzita fluorescence mrtvych bunék. Jejich

odumfieni mohlo byt zapfic¢inéno postupnym odumiranim v pufru, centrifugaci, pomoci
které dochazelo k promyti vzorku, nebo také pfi kultivaci.
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Obrazek 27: dot-plot DSM 87 s pridavkem siranu vdpenatého. Po pouZiti roztokii nebyla
vyznamné ovlivnéna viabilita bunek nachdzejicich se ve vzorku.
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Celkové zhodnoceni a porovnani vlivu sitovacich ¢inidel na viabilitu si lze
prohlédnout nize (Obrazek 28). Jedna se o sloupcovy graf, kdy vertikalni osa plati pro
pocet mrtvych bunék ve vzorku v % zaznamenanych pomoci prutokového cytometru, kdy
tento pocet je bran v poméru mrtvych bunck ku celkovému poctu eventi (10 000), které
pratokovy cytometr analyzoval. Na horizontalni ose se pak nachazi ¢lenéni pro roztoky
pouzitych ¢inidel v hm. %.
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Obrazek 28: Porovnani poctu odumrelych bunék s pridavky sitovacich cinidlech o koncentracich
2, dale 0,2 a 0,02 hm. %

4.3  Ovéreni viability bunék po zgelovani kultury pomoci vybranych
sitovacich ¢inidel

K zasitovani ke gelaci dochazi pomoci reakce sitovaciho ¢inidla a exopolysacharidu
alginatu, ktery je produkovany samotnou kulturou. Pro experiment byl vybran jeden
kmen ze tfi diive pouzitych kmenti Azotobacter vinelandii, a to kmen DSM 87. Bakterie
byly podrobeny gelaci pomoci sitovacich c¢inidel, které byly pouzity v pfedchozich
analyzach. Byl to roztok chloridu vapenatého, barnatého, médnatého, zelezitého,
hlinitého a siranu vapenatého, kdy vSechny pouzité roztoky byly o koncentraci 2 hm. %.
Jak uvadi autofi ¢lanku [47], alginatové hydrogely zesitované vapnikem jsou jiz po delsi
dobu dobte zavedené a také komercné dostupné. I ptesto se v poslednich letech vénuje
véda dalS$im sitovacim ¢inidlim, jako je napiiklad pravé nami pouzity chlorid barnaty
nebo chlorid Zelezity, na jehoZ pouziti byl zaznamenan dramaticky narust publikaci (viz.
[47]). Bylo také zjisténo, ze alginaty zesitované baryem se jevi jako stabilnéjsi
ve srovnani s alginatovymi hydrogely zesitované vapnikem [48].
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Vytvotené gely byly nasledné ponechany v Eppendorfové mikrozkumavce obsahujici
1 ml fosfatovém pufru po dobu 60 minut, aby byly uvolnény buiiky obsazené v daném
gelu. Pro snazsi uvolnéni byly pfidany 3 mg enzymu alginat lyazy, jehoz funkci je stépit
linearni B-1,4-glykosidické vazby mezi polysacharidy tvoficich alginat — [-D-
mannurondtu a a-L-guluronatu. Pro ovéieni viability bun¢k byla zvolena fluorescenc¢ni
sonda PI o koncentraci 1 mg/ml.

Vysledky zanalyzy lze vidét na obrazcich formou scattergrami a histogrami.
Obrazky jsou rozvrzeny do dvou fadku a tfi sloupct, kdy v prvni fadku jsou vyobrazeny
vysledky formou scattergrami, ve druhém pak formou hiCCstogrami. Kazdy sloupec
nalezi vysledkiim pro jedno sitovaci ¢inidlo pouzité ke gelaci. Obrazky obsahujici data
kontrol (Obrazek 29, Obrazek 30) jsou rozd€leny do Ctyi ¢asti, ve kterych jsou obsazeny
ziskané vysledky pro zivou kulturu, mrtvou, zZivou s ptidavkem alginazy a kulturu
smisenou, jejiz vzorek byl ptipraven z 50 % vzorku zivych a z 50 % vzorku mrtvych
bunck. Kontroly jsou povazovany jako standardni stav, se kterym byly porovnavany data
z analyzy bunék uvolnénych z jednotlivych gel.
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Obrazek 29:Histogram DSM 87 — kontroly, 1000ndsobné ziedéni.

P4
Count: 3828
% Parent: 38.2




DSM 87 Zivé Zivé s alginazou

All Events All Events

10°

10° 4

< SRR s
2 “ Count: 7117 2 pf-

10% % Parent: 71.17 10*< Count: 7752

% Parent: 77.52
10° - 1075
04 04
.10, o mwy T T T = 40’ B mwy T T T
0 10* 10° 10° 0 10* 10° 10°
B6-A B6-A
r
Mrtvé 50:50

u]
0
yu
¢

All Events All Events

10°

3
10° - 3

SSC-A
SSC-A

P1
Count: 7523
% Parent: 75.23

e A
P1 P3

10* Count: 3976 Count: 3295

% Parent: 39.76 % Parent: 32.95

10° - 10° ~
od 0
103 L T T T O 10°, L T T T
0 10* 10° 10° 0 10* 10° 10°
B6-A B6-A

Obrdazek 30: dot-plot DSM 87 — kontroly, 1000ndsobné ziedéni.

Obrazky vyskytujici se nize (Obrazek 31, Obrazek 32) nalezi vysledkim z analyzy
vzorkl, které obsahovaly uvolnéné buiiky z pfipravenych gelli pomoci jednotlivych
sitovacich cinidel. Pfi pouZiti chloridu vépenatého jako sitovaciho Ccinidla bylo
pro analyzu pouzito 10-ti nasobné ziedéni, jelikoz pti analyze vzorku o 100nasobném
zfedéni nebylo pomoci priitokového cytometru dosazeno dostate¢ného poctu bunck.
zapotiebi pouzit méné ziedény vzorek. Z obrazki je patrné, ze se ve vzorku vyskytovaly
pouze Zivé bunky. Lze tedy konstatovat, ze gelace kultury pomoci chloridu vapenatého
nema vliv na viabilitu bun¢k.

Pro analyzu vzorkt s pouzitim chloridu barnatého jako sitovaciho ¢inidla bylo taktéz
zapotiebi 10ndsobného zfedéni, ze stejného divodu jako u chloridu véapenatého.
Na obrazcich si lze vSimnout, Ze sitovani pomoci chloridu barnatého i chloridu
méd’natého nemélo vliv na viabilitu bun€k. U chloridu barnatého se ovSem vyskytuje
riznych ¢astic pouziti alginat lyazy pravé s danym cinidlem nebo tim, ze vzorek nebyl
promyt, a to za Gcelem, aby nedoslo k odstranéni uvolnénych geli ve vzorku.
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Obrazek 31: dot-plot a histogram DSM 87. Vysledky v prvnim sloupci jsou platné pro 10ndasobné
ziredeéné Vzorky s pouzitim chloridu vapenatého jako sitovaciho cinidla, ve druhém pro 10ndsobné
ziedeéné vzorky s pouzitim chloridu barnatého a ve tretim pro 100ndsobné zredené vzorky
S pouzitim chloridu médnatého. U vysledku s pouzitim chloridu barnatého se vyskytuje mimo
signal Zivych také jiny signal.

Pouziti chloridu zelezitého, chloridu hlinitého a siranu véapenatého jako sitovaciho
¢inidla bylo ve vSech tfech ptipadech dosazeno obdobného vysledku. Z vysledkl je
zfejmé, ze gelace pomoci zminénych roztokd neméla vliv na viabilitu bunek. Lze si v§ak
vSimnout, Ze signal nélezici Zivym bunkam se poji 1 s jinym signdlem. Jako v ptipadé
pouziti chloridu barnatého si Ize tuto skute¢nost vysvétlit dezintegraci riznorodych ¢astic
nebo nepromyvanim vzorku. Pfi analyze vzorki bun€k uvolnénych z gelu ptipravenym
pomoci siranu vapenatého jako sitovaciho ¢inidla bylo zapotiebi 10-ti nasobného
zfedéni, ze stejného ditvodu jako pfi pouziti chloridu vapenatého a chloridu barnatého.

DSM 87 FeCl, AICI, CaSO,
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Obrdazek 32: dot-plot a histogram DSM 87. Vysledky v prvaim sloupci jsou platné pro 100ndsobné
ziedeéné vzorky s pouzitim chloridu Zelezitého jako sitovaciho c¢inidla, ve druhém pro 100ndasobne
ziredené vzorky s pouzitim chloridu hliniteho a ve tretim pro 10ndsobné ziedéné vzorky s pouzitim
siranu vapenatého. U vSech vysledkii se vyskytuje problém s oddélenim zivych bunék od mrtvych,
jelikoz se nachazi v jednom velkém roztahaném peaku.
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Zajimavym porovndnim jsou pak vysledky ziskané pfi pouziti roztoki chloridu
méd’natého, chloridu hlinitého a chloridu Zelezitého o koncentraci 2 hm. % jako
sitovaciho Cinidla pfi analyze jejich samotného vlivu na kulturu a analyze bunck
po procesu gelace. Pti pouziti zminénych ¢inidel bez procesu gelace doslo k usmrceni
velké Casti bun€k, naopak zesitavanim kultury zlstaly bunky viabilni. Zachovani
viability bunék je zptsobeno diky procesu, kdy pfidanim kultury do samotného c¢inidla
dochdzi k okamzitému zesitovani kultury. Na povrchu vytvofeného gelu se zaroven
vytvoii ochrannd krusta, jenz chrani kulturu pied vlivem dal§iho ptsobeni Cinidla, a
tak nedochazi k jejich usmrceni.
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5 ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na stanoveni viability pomoci pritokového
cytometru kmentt CCM 289, DSM 87 a DSM 720 u mikroorganismu Azotobacter
vinelandii, a to po aplikaci sitovacich ¢inidel i po uvolnéni bunék z geli.

V prvni ¢asti prace bylo zapotiebi optimalizovat postup pii stanoveni viability, tedy
zvolit vhodnou fluorescenéni sondu, S jejiz pomoci by byly co nejjasnéji odliSeny mrtvé
bunky kultury od bun€k zivych. Nejprve tato méteni probihala po 120 hodinéch kultivace,
a to u viech tif kmenti. Byly pouZity fluorescenéni sondy PI, SYTOX™ Blue a DAPI.
U kmene CCM 289 fluorescenéni sondy Pl a SYTOX™ Blue dokazaly odligit mrtvé
bunky od bunék zivych. V piipadé sondy DAPI nebylo ve vzorku mrtvych dosazeno
jednoznaéného vysledku, tudiz byla pro nasledujici experimenty vyloué¢ena. Pro kmeny
DSM 87 a DSM 720 byla sonda DAPI taktéz vylouéena, a to z divodu, Ze nedokazala
rozlisit stav bunék. Nasledujici experimenty byly provedeny po 72 hodinach kultivace
z dtivodu snizeni poétu mrtvych bunék ve vzorku. U vSech tii kment byl stav bunék
zietelné rozliSen pomoci obou pouzitych sond. Rozdilem ve vysledcich pfi pouziti sond
byl pak rozdil intenzit fluorescence mrtvych a zivych bunék, kdy pii pouziti sondy PI byl
veétsi, tudiz snadnéji k rozeznani. Z tohoto diivodu se fluorescencni sonda Pl jevi jako
nejvhodné;jsi.

Nasledujici ¢ast bakalaiské prace se vénovala aplikaci sitovacich ¢inidel na odebranou
kulturu kmene DSM 87 po 72 hodinach kultivace. Jako sitovaci Cinidla byly vybrany
chlorid vépenaty, barnaty, médnaty, Zelezity, hlinity a siran vépenaty. Koncentrace
¢inidel byla pak 2, dale 0,2 a 0,02 hm. %. Chlorid vapenaty, chlorid barnaty a siran
vapenaty nemely zna¢ny negativni vliv na viabilitu kultury. Pouziti chloridu méd’natého
0 koncentraci 2 hm. % mé¢l za nasledek Gmrti vétSiny kultury, méné ztedéné roztoky jiz
na viabilitu nemély stejny vliv. U chloridu Zelezitého mél nejkoncentrovangjsi roztok
na viabilitu bunék vyznamny vliv, zptisobil umrti okolo 50 % bunék ve vzorku. Méné
koncentrovany roztok viabilitu snizil minimalné a roztok o koncentraci 0,02 hm. % stav
bun¢k neovlivnil vibec. Roztoky chloridu hlinittho mély za nasledek trend, kdy
S klesajici koncentraci ubyval po€et odumftelych bunék. PouZiti nejkoncentrovanéjSiho
roztoku mélo za nasledek imrti vétSiny buné€k nachazejicich se ve vzorku.

V posledni ¢asti této bakalaiské prace byl stanovovan stav bun€k po uvolnéni
z ptipravenych gelli. Gely byly pfipraveny pomoci vyse zminénych ¢inidel, o koncentraci
2 hm. %. Bylo zjisténo, ze vybrana sitovaci ¢inidla pti gelaci kultury neovlivnila viabilitu
kultury, tedy bunky, jez se uvolnily z gelu, se jevily jako zZivé.

Vyzkum ukazal, ze pouziti riznych sitovacich ¢inidel u kmene DSM 87 m¢lo rizny
vliv na viabilitu bunék. Chlorid vapenaty, chlorid barnaty a siran vapenaty neovlivnily
viabilitu kultury ani pfi aplikaci ptimo ke kultufe ani pfi tvorbé gelti. Zatimco chlorid
médnaty, hlinity a Zelezity vykazovaly pifi aplikaci roztoki o vysSich koncentracich
pusobily negativnim u¢inkem na buné¢nou viabilitu. Pii gelaci se vSak ukazalo, ze vyssi
koncentrace sitovacich ¢inidel viabilitu bunék uvolnénych z geli neovlivnila, naopak
buiiky ziistaly viabilni. Tato skutenost je dana jevem, kdy po pfidani kultury
do sitovaciho ¢inidla se okamzité vytvori z kultury gel s krustou na povrchu, jenz chrani
kulturu pfed vlivem dalSiho plisobeni ¢inidla. Ve vnitinim prostoru vytvoreného gelu je
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pak koncentrace sitovaciho ¢inidla niz$i, tudiz jsou buiiky vice v bezpeci. Ze ziskanych
vysledku je jasné, ze budouci vyzkum by se mohl zaméfit na gelaci téchto sitovacich
¢inidel a dale se vénovat zkoumani vlivu gelll na rostliny pfi jejich aplikaci do pady
a k aplikaci do blizkého okoli rostlinnych kotenti. Pii poslednich experimentech bylo také
zjisténo, Ze aplikace algindzy nema negativni dopad na bunky.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

BODIPY
CCM
cFDA
CFU
CoA
DAPI
DNA
DSM
EPS
FDA
FRET
NADPH
P(3HB)
PD

PEI
PGPR
pH
PHA
PI
PMT
RNA

Dipyrromethenbordifluorid

Nazev pro kmen bakterie Azotobacter vinelandii
Karboxyfluorescein diacetat

Colony forming units — jednotky tvofici kolonie
Koenzym A

4¢,6-diamidin-2-fenylindol

Deoxyribonukleova kyselina

Nazev pro kmen bakterie Azotobacter vinelandii
Extracelularni polymerni latky

Fluorescein diacetat

Fluorescenc¢ni rezonan¢ni ptenos energie
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat v redukované formé
Poly(3-hydroxybutyrat)

Fotodiody

Poly(ethylenamin)

Rhizobakterie podporujici rist rostlin

Zaporny dekadicky logaritmus H* ionti
Polyhydroxyalkanoaty

Propidium jodid

Fotonasobice

Ribonukleova kyselina
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