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Abstrakt

Nartstajicimu znecisténi tézkymi kovy lze celit nejen riznymi fyzikalné-chemickymi
dekontamina¢nimi procesy, ale i mikrobidlni bioremediaci, kterd je k zivotnimu prostiedi
podstatné SetrnéjSi. Zastupci rodu Rhodococcus diky své znacné adaptabilité a extrémni
odolnosti vic¢i rozlicnym stresovym podminkdm, za néz lze povazovat 1 piitomnost
samotnych tézkych kovil ¢i jejich toxickych sloucenin, jsou vhodnymi adepty pro efektivni
mikrobidlni eliminaci pravé téchto latek. Jednotlivé kmeny rodu Rhodococcus jsou podstatné
rezistentngj$i k t€zkym kovim neZ vétSina ostatnich slozek mikrobiomu, navic vykazuji i
schopnost biotransformovat ,,tézké kovy“ na jejich méné toxické formy ¢i je alespon
efektivné akumulovat, popt. adsorbovat pomoci produkovanych polysacharidi ¢i specifickych
povrchové aktivnich latek. Jejich bioremediacni potencidl je velmi vysoky, a to i piesto, ze
molekularni mechanismy téchto rezistenci u rhodokokti byly zatim podrobnéji studovany jen

pro toxické slouceniny arsenu.

Kli¢ova slova: Rhodococcus, t¢zky kov, stresova reakce, bioremediace, znecisténi

Abstract

Increasing heavy metal pollution can be dealt with not only through physical and
chemical decontamination processes but also utilizing microbial bioremediation, a much more
environmentally friendly way. Members of genus Rhodococcus are suitable candidates for
effective bioremediations of heavy metals due to their considerable adaptability and extreme
resistance to different stress conditions, including those related to presence of heavy metals or
their toxic compounds. Individual rhodococcal strains are more resistant to heavy metals than
most of other microorganisms and they are capable of biotransformating them to less toxic
forms or at least of accumulating effectively or adsorbing them on produced polysaccharides
and specific surface active substances. Their bioremediation potential is very high even
though, so far, only molecular mechanisms of rhodococcal resistances to toxic arsenic

compounds have been studied more in detail.

Key words: Rhodococcus, heavy metal, stress response, bioremediation, pollution

A\



Obsah

Lo TUIVO oottt 1
2. Rod Rhodococcus jako model pro aplikovany vyzKum ..........ccccceevveeviienieenieenneenen. 2
2.1. Morfologie a genetika kment rodu RAOAOCOCCUS ...........coceeeceveeciieiiiiieiieeninn, 2
2.2. Aplikace kment rodu Rhodococcus v biotechnologiich ............ccoevieviieiiiennnn. 3
2.3. Vyuziti rhodokokll v bioremediacich ..........ccoocvieriiiiiienieiiiciecieeeeceee e 4

3. TE€Zké KOVY @ MIKIODIOM ...c.uviiiiiiiieiieiie ettt ettt ettt e seeeetaeseaeesbeeseeeeneesnneens 5
3.1. Rezistence bakterii k t€ZKym KOVIM.........cccveriiiiiiiiiieiieie et 5
3.2. Rod Rhodococcus a tEZKE KOVY ....ccuveviieiiiieiieiieeieeeee ettt 6
3.2.1. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pisobeni chromu.............ccccceuveeeneee. 6
3.2.2. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pasobeni kadmia .............c.coeeuveeeeee. 7
3.2.3. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pisobeni olova ..........ccceeeevvveenennnee. 8
3.2.4. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na ptisobeni rtuti..........coceeveevueeeenennn 10
3.2.5. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na plisobeni thallia ............ccoceveeneenee. 9
3.2.6. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na ptisobeni meédi ........coceveevueenennnne 10
3.2.7. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pisobeni antimonu........................ 10
3.2.8. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na piisobeni arsenu............ccccvveeeeveennne 11
3.2.9. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pisobeni selenu a telluru............... 13

3.2.10. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na ptitomnost radioaktivnich kovi .. 14

vi



1. Uvod

Posledni dobou neustale nartsta znecisténi tézkymi kovy, k némuz dochézi jak ptimo
pfi procesech spojenych s jejich tézbou a zpracovanim, tak louzenim odpadu z nejriznéjsich
odvétvi primyslu nebo pii1 uzivani pesticidi a hnojiv (shrnuto v Briffa et al. 2020). Vysoka
toxicita sloucenin tézkych (polo)kovil — zejména arsenu, olova ¢i rtuti (Nies 1999) — je prave
ve spojeni s jejich kumulujici se koncentraci v Zivotnim prostfedi navic hlavnim divodem,
proc je feSeni problematiky ptredchazeni kontaminaci tézkymi kovy ¢i alespont dekontaminace
prostredi, které je t€Zkymi kovy jiz zasazeno, pro spolecnost tak zdsadni. Jelikoz jednim ze
zpusobu, jak Setrné eliminovat téZzké kovy z prostfedi, jsou rizné bioremediacni procesy
(Verma a Kuila 2019), snahou aplikovaného vyzkumu je nalézt mikroorganismy, které by
byly schopny tyto procesy efektivné realizovat. Ptikladem vhodnych adepti mohou byt i
zastupci bakteridlnich rodt patficich do skupiny Actinobacteria, a to vcetné rodu
Rhodococcus (Alvarez et al. 2017).

Kmeny rodu Rhodococcus patfici mezi aerobni grampozitivni nepohyblivé bakterie se
vyskytuji na nejriiznéjsich stanovistich (v€etné napt. pudy, hornin, podzemni vody, rostlin ¢i
sttev Zivocichil). V biotechnologiich, bioremediace nevyjimaje, nalézaji Siroké uplatnéni
zejména proto, ze diky svému rozsahlému genomu vynikaji jak mimotadnou diverzitou
metabolickych drah ¢i produkei nejriznéjsich latek (Bell ef al. 1998), tak 1 znacnou odolnosti
vaci rozliénym typtim stresord.

Hlavnim cilem této prace je shrnout dosavadni publikované poznatky o reakcich
kmenii rodu Rhodococcus na toxické tézké (polo)kovy, a to v€etn€ mechanismil rezistence
vic¢i nim. Dale nastinit moznosti, jak by se rhodokoky mohly vyrovnavat s tézkymi kovy,
jejichz ptisobeni na né¢ dosud nebylo probadano, a to popisem zndmych reakci jinych skupin
bakterii, nebot’ pravé k téZkym kovim rezistentni kmeny rhodokokd by mohly mit vysoky

bioremedia¢ni potencial.



2. Rod Rhodococcus jako model pro aplikovany vyzkum

2.1. Morfologie a genetika kment rodu Rhodococcus

Mnohé morfologické znaky a Sife genetiky rodu Rhodococcus ptispivaji k tomu, ze
jsou jeho kmeny velmi vhodnymi adepty pro aplikovany vyzkum.

Vyznamnym rysem rhodokokii a jim piibuznych rodi Corynebacterium ¢i
Mycobacterium je zastoupeni dlouhych vétvenych fetézcii mykolovych kyselin na povrchu
bunek. Ty po napojeni na komplex peptidoglykani a arabinogalaktanii bunécné stény tvofi
vngj$i hydrofobni membranu, ktera ma funkci v pfijmu hydrofobnich latek a v ochrané proti
nékterym toxinim (Patek ef al. 2021; Sutcliffe ef al. 2010).

Genomy kmenit rodu Rhodococcus se vyznaCuji svou znacnou velikosti a
komplexitou, coz uzce souvisi s jejich obrovskymi metabolickymi moznostmi. Pfitomnost
velkych katabolickych plazmid 1 mnoha genli kddujicich redundantni biosyntetické dréhy,
ptispivd k tomu, Ze genomy néckterych kmend rhodokokd mohou dosahovat az 10 Mpb
(Cappelletti ef al. 2019). Kmen s nejveétsim znamym genomem u rhodokokt (9,7 Mpb) je R.
jostii RHA1 zkoumany v souvislosti se schopnosti transformace polychlorovanych bifenyla.
Jde zaroven o prvni kmen rodu Rhodococcus s kompletné sekvenovanym genomem, ktery je
organizovan do jednoho linearniho chromosomu a tfi line4rnich plazmida (Larkin et al. 2010;
McLeod et al. 2006).

Organizace genomu rhodokokil ¢asto zahrnuje linearni i cirkularni plazmidy, pfic¢emz
pravé ty linearni mnohdy mohou kodovat katabolické drahy, jako napt. vySe zminény
metabolismus bifenyll u R. jostii RHAI. Neékteré mensi cirkularni plazmidy byly
analyzovany v souvislosti s geny patogenity u R. equi, dal$i maji vyznam v katabolismu,
zatimco u jinych neni jejich funkce pfili§ zndma (Larkin ez al. 2010).

Ptikladem rhodokoki rezistentnich k tézkym kovim se sekvenovanym genomem
mohou byt R. erythropolis NSX2, ktery je odolny viic¢i kadmiu, s genomem 6,2 Mpb (Egidi et
al. 2016) ¢i Rhodococcus sp. Chr-9 (ptedbézné 5,35 Mpb) izolovany z odpadnich vod
kozeluzny (Sun et al. 2015).

PrestoZe se na rozvoji komplexity genomu a na ziskdvani novych metabolickych
schopnosti nékterych rhodokoki ziejmé podilela jejich schopnost snadno rekombinovat

(Larkin et al. 2006), analyzy genomu R. jostii RHA1 poukézaly na jeho stabilitu, odvozenou z



nalezu relativné nizkych mnozstvi nedavnych genovych duplikaci a horizontalné pienesenych

gend (McLeod ef al. 2006).

2.2. Aplikace kmeni rodu Rhodococcus ¢i  jejich genovych produktl

v biotechnologiich

V mnohych odvétvich biotechnologii se kmeny rodu Rhodococcus ¢i alespon jejich
genové produkty vyuzivaji pfedevsim pro svou vyse zmin€nou diverzitu metabolickych drah.
Nejdulezitéjsi zptisoby aplikace rhodokokli tedy zahrnuji zejména ty souvisejici
s biodegradaci, biotransformaci ¢i s biosyntézou.

Mezi nejvyznamngj§i produkty rhodokokd patifi povrchové aktivni latky —
biosurfaktanty (Cappelletti et al. 2020) potencidlné¢ vyuzitelné v zemédé€lstvi (shrnuto v
Sachdev a Cameotra 2013), bioremediaci (Verma a Kuila 2019), produkci lé¢iv ¢i v
kosmetickém primyslu (Banat et al. 2000), bioflokulanty pouzivané k ¢isténi odpadnich vod
¢i v potravinaistvi (Peng et al. 2014), karotenoidy jako potravni aditiva (Cappelletti et al.
2020; Takaichi et al. 1990; Zheng et al. 2013), zasobni triacylglyceroly (TAGs) (Cappelletti
et al. 2020; Hori et al. 2009a; Kurosawa et al. 2014) ¢i polyhydroxyalkanoaty (PHAs)
(Cappelletti et al. 2020; Haywoodt et al. 1991; Hori et al. 2009b), nanomaterialy slouZici
k detoxifikaci nékterych kovii (Cappelletti et al. 2020; Presentato et al. 2016; Presentato et al.
2018a; Presentato et al. 2018b) a antimikrobiotika (Cappelletti et al. 2020; Kitagawa a
Tamura 2008; Nachtigall et al. 2010). Vysoky vyrobni potencidl ma predevSim biosyntéza
prvnich tfi jmenovanych typt sloucenin: povrchové aktivnich latek, bioflokulanti a
karotenoidd, protoze rhodokoky v efektivité jejich produkce piekonavaji jiné mikroorganismy
a — na rozdil od alternativ tvofenych chemickou cestou — vynikaji tyto mikrobialni produkty
svou degradovatelnosti a nizsi toxicitou (Cappelletti et al. 2020).

Co se tyce potencialnich produkénich kment, povrchové aktivni latky syntetizuji napf.
Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (Ciapina et al. 2006), R. erythropolis EK-1 (Pirog et
al. 2008) a Rhodococcus sp. SD-74 (Tokumoto et al. 2009), bioflokulanty R. erythropolis S-1
(Kurane et al. 1994) ¢ R. erythropolis ACCC 10543 (Peng et al. 2014) a rizné typy
karotenoidd napt. R. rhodochrous RNMS1 (Takaichi et al. 1990) nebo Rhodococcus sp. SD-
74 (Zheng et al. 2013).



2.3. Vyuziti rhodokokt v bioremediacich

Bioremediace je dekontaminacni proces, pii némz jsou vyuzivany schopnosti mikrobt
eliminovat znecistujici latky, a to vcetné siln¢ toxickych pesticidi (Alvarez et al. 2017,
Odukkathil a Vasudevan 2013) ¢i tézkych kovl (Alvarez et al. 2017; Ojuederie a Babalola
2017; Verma a Kuila 2019), z prostiedi. Zatimco organické latky mohou mikroorganismy
pouzivané k bioremediacim degradovat az na CO» a vodu, u té¢Zkych kovi jejich bioremediace
spociva v biotransformacich na méné toxické formy ¢i v imobilizaci a jsou pii ni zuzitkovany
obranné mechanismy mikrobi viici nim (Alvarez et al. 2017; Verma a Kuila 2019).

Néekteré kmeny rodu Rhodococcus mohou byt vhodnymi adepty pro bioremediaci jak
prostfedi zneciSténého organickymi latkami, tak 1 tézkymi kovy. Mnohé z kment
rezistentnich viici t€Zzkym kovim, a tedy potencialné vyuzitelnych rovnéz pro bioremediaci,
budou probirany v kapitole 3, a proto zde zmifime jen R. aetherivorans BCP1, ktery je v rizné
mife odolny vici arsenu (Firrincieli et al. 2019), selenu (Presentato et al. 2018a), telluru
(Presentato et al. 2016) a dal$im t€zkym koviim vcetné chromu, kadmiu a médi (Cappelletti et
al. 2016), navic i nekterym druhtim antibiotik (Cappelletti ef al. 2016) ¢i riznym toxickym
organickym latkam vcetné naftenovych kyselin (Presentato et al. 2018¢). Prikladem kmeni
potencialné vyuzitelnych pro efektivni bioremediaci organickych sloucenin jsou Rhodococcus
sp. MK1 degradujici naftu (Kis et al. 2017), R. opacus B-4 tolerujici vysoké koncentrace
benzenu i dal§ich aromatickych a alifatickych organickych slouc¢enin (Na et al. 2005) ¢i
acetonitril degradujici R. pyridinivorans S85-2 (Kohyama et al. 2006). V souvislosti
s moznostmi vyuZiti thodokoki pro bioremediace pesticidi byly zkoumany naptiklad kmeny
Rhodococcus sp. BCH2 (Kolekar et al. 2014) a Rhodococcus sp. MTCC 6716 (Verma et al.
2011).



3. Tézke kovy a mikrobiom

3.1. Rezistence bakterii k t€zkym koviim

Pojem tezky kov je dosti neurcity a v literatuie se jeho definice Casto velmi lisi. Jedna
z pouzivanych definic napiiklad tik4, ze zahrnuji prvky o relativni hustoté vétsi nez 5 (Gadd a
Griffiths 1977), dalsi je zaloZzena na d¢leni jednotlivych prvki podle chovéni jejich
Lewisovych kyselin, a to konkrétné na zakladé miry schopnosti deformace jejich
elektronovych obalii (Duffus 2002), takze i samotny pocet té¢zkych kovi kolisa od piiblizné
40 (Gadd a Griffiths 1977) az k 65 (Gadd 1992).

V této praci se zamétujeme predevsim na ty prvky (kovy i polokovy), které maji vyssi
hustotu, a to bez ohledu na zasadni rozdily v jejich chemickych vlastnostech (Duffus 2002), a
jejichz toxické slouceniny kontaminuji zivotni prostfedi, tudiz je ma smysl zkoumat
v souvislosti s moznostmi mikrobidlni bioremediace.

Mezi tézké kovy patii prvky esencidlni pro mikroorganismy, které jsou vSak po
ptekro€eni urcité koncentrace jiz toxické (typické napt. pro méd’), a také ty bez znamych roli
v metabolismu, k nimz patfi mj. olovo, kadmium ¢i rtut’ (Gadd 2010). Mechanismy toxicity
souviseji se schopnosti vétSiny tézkych kovi tvofit komplexni slouceniny, takze v buiice
bakterie mohou napftiklad nahradit jiny iont v biologicky aktivni slouc¢eniné a tim ji poskodit,
oxidoreduk¢né reagovat s thiolovymi slouc¢eninami a produkovat reaktivni formy kysliku
(ROS) ¢i narusit funkci membranovych transporter (Prabhakaran et al. 2016).

Do buiiky bakterie se tézké kovy v podobé iontii dostdvaji pies cytoplazmatickou
membranu nespecifickymi pienase¢i po chemiosmotickém gradientu (Nies 1999). Mezi
moznosti obrany bakterii pfed toxicitou téZkych kovi obecné patii jejich aktivni transport
ATPazovymi pumpami (Nies 1995; Nies 2003) jako u systému rezistence vici arsenu (Tisa a
Rosen 1990), kadmiu (Hu a Zhao 2007) nebo médi (Giachino a Waldron 2020), dale
oxida¢né-redukéni pfeména nékterych iontd na jejich méné toxické formy (Nies 1999), coz
plati u antimonu (Li et al. 2016), chromu (Patra et al. 2010) nebo plutonia (LukSiene et al.
2012), ¢i samotna akumulace kovti, a to napiiklad jejich adsorpci na povrch bunék (Gadd a
Griffiths 1977) jako u arsenu (Kumari ef al. 2019), olova (Mohan a Dubey 2013), thoria a
uranu (Tsuruta 2004).



3.2. Rod Rhodococcus a tézké kovy

Jak jiz bylo naznaceno, zastupci rodu Rhodococcus jsou schopni rezistence vaci
ruznym toxickym tézkym (polo)kovim, které znecCist'uji Zivotni prostredi. V této podkapitole
proto budou jednotlivé tézké (polo)kovy struéné piedstaveny, popsan jejich ucinek na

mikroorganismy a shrnuty zndmé reakce rhodokokl vii¢i nim.

3.2.1. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pusobeni toxickych slouc¢enin chromu

Chrom se bézné vyskytuje ve dvou stabilnich forméach majicich oxida¢ni ¢islo VI a IlI,
pticemz toxictéjsi forma Cr(VI) je rozpustna vodé€ a tim i mobilngjsi (Nies 1999; Wolinska et
al. 2013). Do zivotniho prostfedi se chrom dostdvda mimo jiné jako vedlejSi antropogenni
produkt z kozeluzstvi, metalurgie, textilniho primyslu a produkce papiru ¢i barviv
(Ayangbenro a Babalola 2017; Jaishankar et al. 2014).

Chrom do bakterii pronika systémem pro piijem sirani (Nies a Silver 1989). Jejich
obrana vici toxicité sloucenin chromu muze byt zalozena jak na redukci Cr(VI) na méné
toxickou formu Cr(Ill) (Patra et al. 2010), tak na pfimé eliminaci z bun¢k (Nies 1999),
pficemz systém pro transport Cr(VI) je nejlépe prostudovan u gramnegativni bakterie
Pseudomonas aeruginosa (Alvarez et al. 1999; Reyes-Gallegos et al. 2016). Tvof1i jej proteiny
zrodiny CHR (chromate ion transporter), jejichz homology jsou Siroce rozSifeny mezi
bakteriemi a najdeme je také u skupiny Actinobacteria (Diaz-Pérez et al. 2007), do niz patii i
rhodokoky.

U nékterych zastupci rodu Rhodococcus byla zjiSténa schopnost odolavat iontim
Cr(VI) ¢i Cr(III), konkrétné u druh Rhodococcus aetherivorans (Cappelletti et al. 2016), R.
erythropolis (Banerjee et al. 2017; Patra et al. 2010) ¢1 R. opacus (Cappelletti et al. 2016).
Z prostiedi uhelného dolu byl izolovan dale nespecifikovany kmen Rhodococcus erythropolis,
ktery dovede odstrafiovat chrom z vodného roztoku i pfi jeho vysoké koncentraci, a to pomoci
bioakumulace 1 biosorpce (Banerjee et al. 2017). Sorp¢ni vlastnosti Cr(VI) byly popsany u
extracelularnich polymeri produkovanych R. opacus 89 UMCS a R. rhodochrous 202 DSM
(Dobrowolski et al. 2017).

Na rozdil od vySe zminéné bakterie Pseudomonas aeruginosa, molekuldrni podstata
téchto procestt u rodu Rhodococcus dosud neni objasnéna. A nejen to, rtizna mira redukce

Cr(VI) pti srovnavani nékolika grampozitivnich bakterii vcetn€ R. erythropolis MM30



naznacuje, ze se u nich mechanismy tohoto procesu lisi (Patra et al. 2010). Na zéklad¢ tohoto
zjisténi, ale 1 pro hodnotu koncentrace Cr, kterou zkoumany kmen Rhodococcus erythropolis
dovede snést (Banerjee et al. 2017), se tento druh jevi byt vhodnym kandidatem pro tspésnou

bioremediaci chromu z prostiedi.

3.2.2. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pusobeni toxickych sloucenin kadmia

Kadmium, které¢ se vyskytuje ve formé¢ Cd(II), je uvoliiovano zvétravanim hornin,
sopecnou aktivitou ¢i lidskou Cinnosti, a to napf. v kozeluzstvi, pokovovani ¢i pii produkci
pesticidli nebo hnojiv (Abbas et al. 2018).

Bakterie se brani proti toxicité kadmia zejména jeho eliminaci z bunék (Nies 2003;
Prabhakaran et al. 2016), pficemz podstata tohoto procesu je prozkouména napi. u
gramnegativni bakterie Pseudomonas putida, u niz je zprosttedkovana chemiosmotickymi
antiportery typu CBA, ATPazami typu P a CDF proteiny (Hu a Zhao 2007).

Dal$imi bakteriemi schopnymi absorpce a tolerance kadmia jsou vSak i rhodokoky
(Dabir et al. 2019), a to konkrétné druhy R. aetherivorans (Cappelletti et al. 2016), R.
erythropolis (Egidi et al. 2016; Rabia et al. 2019), R. fascians (Desomer et al. 1988), R. jostii
(Xu et al. 2016), R. opacus (Cappelletti et al. 2016; Dobrowolski et al. 2017; Egidi et al.
2016; Goswami et al. 2017) ¢i R. rhodochrous (Dobrowolski et al. 2017). Zatimco u R. jostii
RHAI podle Xu et al. (2016) neni jisté, zda by mohly ionty kadmia transportovat rovnéz
ATPazy typu P, piipadné ptenaSeCe regulované zinkem ¢i Zelezem nebo proteiny z rodiny
Nramp (natural ressistance-associated macrophage protein), u dalsich druhti rodu
Rhodococcus molekularni podstata rezistence ke kadmiu dosud nebyla vétSinou ani
naznacena.

Studie vysvétlujici schopnost R. gingshengii BNCC203056 stimulovat extrakci
kadmia z kontaminované pldy rostlinami totiZz ukazala, ze ke zménam dostupnosti kadmia
jeho akumulaci bakteriemi v tomto pfipadé nedochdzi a zkoumany kmen R. gingshengii
rostlinnou bioremediaci podporuje pouze nepiimo degradaci kyseliny abscisové regulujici
rostlinné pfenasece tézkych kovi (Lu et al. 2020). Naproti tomu u extracelularnich polymera
R. opacus a R. rhodochrous byly studovany sorp¢ni vlastnosti sady tézkych kovti, pficemz

nejvetsi kapacita byla stanovena vedle Pb(II) prave pro Cd(II) (Dobrowolski et al. 2017).



3.2.3. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na puisobeni toxickych sloucenin olova

Olovo patfi mezi vyznamné tézké kovy zneciStujici prostfedi. Nékterymi z jeho
mnoha antropogennich zdrojii jsou tézba, taveni a vyroba barviv, hnojiv, pesticidi ¢i
elektrickych baterii (Guo a Yu 2014; Jaishankar et al. 2014).

Slouceniny olova vétSinou nejsou pfili§ rozpustné, a proto olovo patii mezi méné
toxické tézké kovy pro mikroorganismy (Nies 1999). Jeho eliminace z buiiky je opét jednou
z moznosti, jak se bakterie brani toxicite, pticemz olovo je vedle kadmia (Hu a Zhao 2007) ¢i
médi (Giachino a Waldron 2020) dalSim téZzkym kovem, jehoz aktivni transport
zprostifedkovavaji ATPazy typu P (Nies 1999). Dalsi zptisoby mohou zahrnovat akumulaci, a
to pomoci metalothioneinii ¢i jim podobnych proteint, ktera byla popsana napt. u bakterie
Pseudomonas aeruginosa (Mohan a Dubey 2013; Naik et al. 2012), mimobunécnou
sekvestraci zprosttedkovanou exopolysacharidy u P. marginalis (Roane 1999), precipitaci
v nerozpustné komplexy u Vibrio harveyi (Mire et al. 2004) a také biosorpci jako u P.
aeruginosa (Chang et al. 1997).

Prave biosorpce Pb(Il) patii mezi znamé mechanismy rezistence k olovu u rhodokok,
pficemz nejvice studii bylo zaméfeno na sorpci olova pomoci R. opacus (Bueno et al. 2011;
Dobrowolski et al. 2017; Goswami et al. 2017; Medina et al. 2009). Dalsi se zabyvaly sorpci
u R. rhodochrous (Dobrowolski et al. 2017) ¢i ucinnosti olovo sorbujiciho bioflokulantu
pochazejiciho z R. erythropolis (Guo a Yu 2014). Velmi zajimavym kmenem s vysokym
bioremediaénim potencidlem muze byt rovnéZ Rhodococcus sp. AMI1, ktery kromé olova

dokaze absorbovat také kadmium (Dabir ef al. 2019).

3.2.4. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na plisobeni toxickych sloucenin rtuti

Rtut' se nejcastéji nachdzi v solich ve formé¢ Hg(Il), dale jako Hg(I) a také
v organokovovych slou¢eninach (Boening 2000). Mezi jeji pfirodni zdroje patfi zejména
zvétravani mineralu cinabaritu (HgS) a sopecnd cCinnost (Baldi 1997), zatimco mezi
antropogenni zdroje mimo jiné spalovani fosilnich paliv ¢i produkce barev, 1é€iv, papiru nebo
fungicidt (Dash a Das 2012).

Obrana mikrobl vici rtuti, kterd byla vyhodnocena jako nejtoxictéjsi tézky kov pro
Escherichia coli (Nies 1999), je zalozena ptfedevSim na redukci Hg(II) na méné toxickou

Hg(0) (Baldi 1997). Tato schopnost je u bakterii bézna a probiha v jednom ¢i dvou krocich,



pricemz hlavni krok, a to vlastni redukci Hg(II) katalyzuje reduktaza rtuti MerA (Dash et al.
2017). U nékterych bakterii schopnych rozkladat organokovové slouceniny rtuti této redukei
navic pfedchazi Stépeni vazby mezi rtuti a uhlikem pomoci lydz (Nakamura et al. 1999).
Strukturni geny kodujici tyto proteiny (merB kodujici lydzu a merA reduktazu) jsou soucasti
operonu mer (Dash a Das 2012). Jinou moZznosti rezistence bakterii ke rtuti je produkce thiolt
schopnych vazat se na slouceniny rtuti (Dash a Das 2012).

Maly pocet studii zmitnujicich rezistenci rhodokokt ke rtuti naznacuje, Ze se jejich Hg-
reduktaza nelisi od odpovidajicich Hg-reduktdz nckterych dalSich grampozitivnich bakterii
s vysokym obsahem G + C v genomu (Bogdanova a Mindlin 1991), pfiemZ v genomu
sekvenovaného kmene R. erythropolis NSX2 izolovaného z prostfedi kontaminovaného
kadmiem byly identifikovany i1 geny pro protein MerR slouzici jako transkripéni regulator
rezistence vuci rtuti (Egidi ef al. 2016) aktivujici transkripci mer operonu v ptitomnosti Hg(II)

(Dash a Das 2012).

3.2.5. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pusobeni toxickych sloucenin thallia

Thallium se ptirozené vyskytuje pouze v nizkych koncentracich, jejichz zvySeni vSak
muze byt vedlejSim produktem antropogenni ¢innosti, a to zejména spalovani uhli, vyroby
cementu ¢i samotné t¢zby (Karbowska 2016; Rasool a Xiao 2018). Znacnou toxicitu TI(I)
zpusobuje jeho vysoka mobilita a podobnost jednomocnych iontli thallia s biogennimi
ionty drasliku (Karbowska 2016; Wang et al. 2020), pficemZ dals§i méné toxickou formou
thallia je TI(IIT) (Wang et al. 2020).

Mezi bakterie, u nichZ byla zkoumana schopnost tolerovat thallium, patii napf.
gramnegativni pidni bakterie Alsobacter metalidurans (Bao et al. 2014). Zaroven byla
studovana moznost odstranovani TI(I) z vodného roztoku pomoci bliZze taxonomicky
neurc¢enych anaerobnich bakterii redukujicich sulfat (Zhang et al. 2017).

Dosud ziejmé jedinad studie zabyvajici se piimo interakci rhodokokil s thalliem
nastinila moznost efektivniho zplisobu bioremediace TI(I) jeho oxidaci na mén¢€ mobilni
TI(IIT) pomoci technologie MFCs (microbial fuel cells) s vyuzitim blize nespecifikovaného
kmene rodu Rhodococcus (Wang et al. 2018). Jina studie zminuje 1 vysSi metabolickou
aktivitu R. aetherivorans BCP1 v ptitomnosti TI(I) iontd nez u R. opacus R7 (Cappelletti et

al. 2016), nicmén¢ dalsi relevantni idaje ohledné Tl-stresu u rhodokokii neméame.



3.2.6. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na puisobeni toxickych sloucenin médi

Med patii mezi prvky esencidlni pro bakterie, ale jeji zvySena koncentrace ve formé
Cu(II) je jiz toxicka (Cervantes a Gutierrez-Corona 1994). V ptirod¢ se méd’ nachazi bézné, i
kdyz ke zvyseni jeji koncentrace dochazi nejcastéji az vlivem tézby, primyslu ¢i zemédélstvi
(Cooksey 1993).

Toxicita médi pro bakterie spociva v interakci s membranou (Nies 1999) a produkci
peroxidovych radikali (Rodriguez-Montelongo et al. 1993). Obecné se ji bakterie brani
akumulaci nebo piimou eliminaci z bunék zpét do vnéjsiho prostiedi (Cooksey 1993), kterou
zprostiedkovavaji ATPazy typu P (Giachino a Waldron 2020).

Je znamo, ze alespon nékteré druhy rodu Rhodococcus dovedou Gspésné akumulovat
méd’, coz dokladaji studie zkoumajici sorpcni vlastnosti u blize nespecifikovanych kmeni R.
erythropolis (Baltazar et al. 2019) a R. opacus (Bueno et al. 2008) nebo ty zmifujici
konkrétni kmeny odolné vici ni, a to R. aetherivorans BCP1 (Cappelletti et al. 2016), R.
erythropolis F123 a R. erythropolis F125 (Cao et al. 2020) nebo R. opacus DSM 43205
(Goswami ef al. 2017) a R. opacus R7 (Cappelletti et al. 2016). U prvn¢ jmenovaného izolatu
kmene R. erythropolis z médéného dolu je schopnost akumulace médi ve srovnani s ostatnimi
zastupci rodu Rhodococcus nejen velmi efektivni, ale jeji mira dokonce nejvyS$i znama
(Baltazar et al. 2019).

V souvislosti s toleranci médi navic nachazeji vyuziti 1 produkty rhodokoki jako
celuloza izolovand z Rhodococcus sp. MI2 G€inné adsorbujici Cu(Il) (Yingkong a Tanskul
2019) nebo biosurfaktanty zkmene R. ruber IEGM 231, které umoznily sementim
zkoumanych rostlin vyklicit pfi vyssi koncentraci médi, takZe tyto povrchové aktivni latky

poslouzily jako zcela funkéni Cu-protektivum (Litvinenko ez al. 2019).

3.2.7. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na piisobeni toxickych sloucenin antimonu

Antimon je jednim z polokovli oznacovanych za t€zky kov. NejCastéji se vyskytuje ve
formach Sb(V) a Sb(IIl), a to naptiklad v sulfidovych mineralech, jejichZz zvétravanim se
dostava do prostfedi. Dal§Sim pfirodnim zdrojem je vulkanickd ¢innost, zatimco mezi ty
antropogenni patfi zejména téZba nebo produkce zpomalovacl hoteni, polovodict ¢i baterii

(Filella et al. 2002; Li et al. 2016).
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Co se tyce chemickych vlastnosti, antimon se velmi podoba arsenu, dalSimu polokovu
patficimu do stejné skupiny prvka, ktery je déle studovany, a proto mnohem podrobné&ji
prozkoumany (Filella et al. 2007; Nguyen a Lee 2014). Vlivem této podobnosti se transportu
Sb z bunky jakozto jednoho z moznych mechanismii podilejicich se na toleranci antimonu
mohou Ucastnit i ArsB proteiny kodované ars operonem znamé ze systému rezistence arsenu
(Butcher et al. 2000). Proteiny ArsB byly nalezeny jak u gramnegativnich (napf. u
Escherichia coli), tak u grampozitivnich bakterii (napt. u Bacillus subtilis) (Li et al. 2016),
zatimco dalsi rodina permeéaz As(I1I) (Acr3p) schopna u nékterych druhti rovnéz transportovat
1 Sb (III) byla nalezena ptedevsim u aktinobakterii, a to véetné rodu Rhodococcus (Achour et
al. 2007).

Mezi mechanismy rezistence k antimonu patii také redukce Sb(V) na snadngji
precipitovatelnou formu Sb(III) a metylace Sb(IIl) majici vliv na mobilitu, toxicitu a moznost
jeho bioakumulace, avSak ani jeden z téchto dvou procest neni zcela objasnén, dokonce ani
neni jisté, zda se jich ucastni enzymy z obdobnych drah arsenu (Li et al. 2016).

Vzhledem k minimalnim znalostem interakci mikrobd s Sb neni divu, Ze totéz plati i
pro stresovou odpovéd’ rhodokokl na antimon ¢i moZznost jejich vyuziti pro bioremediaci
tohoto polokovu. Avsak pritomnost pifenasect Acr3p u blize nespecifikovaného kmene rodu
Rhodococcus a zjiSténa vysSi minimalni inhibiéni koncentrace Sb(III) nez u nékterych
z dalSich bakterii (Achour et al. 2007) mohou poukazovat na alespon slabou rezistenci vii¢i

nému.

3.2.8. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pusobeni toxickych slou¢enin arsenu

Arsen patii mezi dal$i polokovy fazené k t€zkym kovliim. Je soucasti mnoha minerald,
jejichz zvétravanim ¢i sopecnou ¢innosti se uvoliiuje do zivotniho prostiedi. DalSimi zdroji
znecisténi jsou dale spalovani fosilnich paliv, pesticidy nebo téZba minerdlti (Shen et al.
2013), a to zejména téch sulfidovych (Nordstrom 2002).

Nejcastéjsi formy, v nichZ se arsen vyskytuje, jsou As(II) a As(V). Mnohem vyssi
toxicita As(IIl) tkvi v jeho schopnosti vdzat se na thiolové skupiny proteina a také v jeho
vy$$i mobilité, zatimco za toxicitou As(V) stoji jeho kompetice s P(V), ¢imz dochézi
k vytésiiovani biogenniho fosforu toxickym arsenem, coZ ma negativni vliv na standardni
biochemické procesy mikroorganismt (Hughes 2002; Shen ef al. 2013).

Na této vlastnosti arsenu, a to niz$i toxicité¢ pétimocného As oproti trojmocnému, je

zalozen 1 jeden z mechanismi obrany mikroorganismi — oxidace As(IIl) na As(V), piicemz
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oxiddza je kodovéana aox geny jako napt. u roda Agrobacterium (Chang et al. 2010),
Stenotrophomonas (Bahar et al. 2012) ¢i Pseudomonas (Chang et al. 2010).

Dal$im zpasobem je aktivni transport As(IIl) z bunky (Cai et al. 2009), pticemz v
detoxifikaci arsenu se Casto uplatituje komplexni ars systém (Yan et al. 2019). Zéklad tohoto
systému tvoii membranovy komplex dvou proteinti: ArsB fungujiciho jako kanal pro As(IIl) a
specifické ATPazy ArsA katalyzujici vlastni transport (Tisa a Rosen 1990). Alternativou
ArsB pfenasecli mohou byt proteiny Acr3, které byly nalezeny i u rodu Rhodococcus
(Achour, Bauda a Billard 2007). Mezi dalsi soucasti ars operonu, na jehoz regulaci se podili
transkripéni represor ArsR (Wu a Rosen 1991), mohou patfit geny arsC kdédujici reduktazy
arseni¢nanti (Paez-Espino et al. 2009), arsD, jehoz produkt ArsD ma funkci metalochaperonu
spolupracujiciho s ArsA (Lin et al. 2006), a také geny arsH, arsl, arsJ, arsM a arsP spojené
s biotransformaci organickych sloucenin arsenu ¢i s rezistenci k nim (Fekih ef al. 2018).
Vyskyt raznych kombinaci soucésti ars systému je mezi bakteriemi odolnymi vici arsenu
velmi Casty, coz lze dokumentovat na koexistenci genit arsC a arsB, které¢ byly soucasné
detekovany mj. u zastupcti rodi Acinetobacter, Arthrobacter, Brevundimonas, Pseudomonas
¢i Rhodococcus (Paul et al. 2015).

Rezistence vici arsenu byla u bakterii rodu Rhodococcus podrobné zkouména u
kmene R. aetherivorans BCP1. Byly ureny geny, které se na ni podileji (vySe zminéné acr3,
arsA, arsD, arsR, mykothiol dependentni arsC! ¢i 2 thioredoxin dependentni arsC2 a arsC3)
a pomoci RT-qPCR objasnéna i regulace jejich exprese (Firrincieli et al. 2019). Zaroven byl
nalezen dalsi genovy klastr nesouci vlastni arsR a specificky gen ars/ umoziujici demetylovat
metylarsenitany, jakoZ 1 porovnana organizace ars operond, a to vcetné distribuce
jednotlivych gend, mezi kmenem R. aetherivorans BCP1 a referencnimi zastupci dalSich
druhti rodu Rhodococcus ¢i jinych aktinobakterii (Firrincieli et al. 2019).

Jina studie objasnujici prub¢h bioremediace As(III) pomoci kmene Rhodococcus sp.
MTCC 4400 poukazala na deformaci bun¢k a dal§i zmeény morfologie (Obr. 1) vcetné
zvrasnéni jejich povrchu, coz zplsobuje extracelularni adsorpce arsenu, po niz dochazi
k ptijmu As(III) prostfednictvim akvaglyceroporinu GlpF, jeho akumulaci uvnitf buriky a poté

k pfemén¢ na As(V) pomoci oxidéz arsenitanti (Kumari ef al. 2019).
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Obr. 1: Zmény morfologie bunék Rhodococcus sp. MTCC 4400 zptisobené adsorpcei arsenu;
buiikky kontrolni (a) a adsorbujici arsen (b); pozorovano v rastrovacim elektronovém

mikroskopu (SEM) (Kumari et al. 2019, upraveno)

3.2.9. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na pusobeni toxickych sloucenin selenu a telluru

Selen a tellur jsou dal$imi polokovy, jejichz postupné rostouci koncentrace v zivotnim
prostfedi piisobi problémy. Kvili vyuzivani téchto polokovili napt. v elektronice ¢i slitindch
kov1i jsou totiz uvolniovany z odpadnich systémi, a to vetné jejich nejdostupnéjsich forem, tj.
anionttl TeOs%, Se03> a SeO4>, které jsou zaroveni i nejtoxict&jsi (Presentato et al. 2016;
Presentato ef al. 2018a).

Zpusoby, kterymi se bakterie vyrovnavaji s toxicitou sloucenin téchto polokovi, jsou
zalozeny pfedev§im na preméné jejich aniontl na méné toxické formy Se(0) a Te(0)
(Presentato et al. 2018a; Tomaso et al. 2002). V ptipad¢ telluru se vSak na rezistenci zfejmé
nepodili ani jeho prostd eliminace z bunky, ani snizovani mnozstvi ptijatych anionti (Llyod-
Jones et al. 1994).

Konkrétni ptiklad rezistence k t€mto obéma polokoviim byl vSak objeven a popsan i u
rhodokokd, a to kmene Rhodococcus aetherivorans BCP1. Tento kmen totiz dokaze
redukovat jejich slouCeniny a vyvaret tak precipitdity v podobé intracelularnich (Te)
(Presentato et al. 2016; Presentato et al. 2018b) (Obr. 2) ¢i na povrchu buiiky lokalizovanych
(Se) (Obr. 3) elektricky vodivych antimikrobidlnich nanostruktur s Sirokym aplika¢nim
potencialem (Presentato et al. 2018a).

Dalsim kmenem rhodokokd s toleranci viici obéma polokoviim je R. opacus R7 (Cappelletti et

al. 2016), avsak tato schopnost u néj nebyla blize studovana.
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Obr. 2: Tellurové nanostruktury (znazornény Sipkami) v bunkach R. aetherivorans BCPI;
pozorovano Vv transmisnim elektronovém mikroskopu (TEM) (Presentato et al. 2018b,

upraveno).

SeNPs, .

/ SeNRs, .

Obr. 3: Dva druhy selenovych nanostruktur: SeNPs (nanoc¢astice) a SeNRs (nanorody) vné

bunék R. aetherivorans BCP1; pozorovano v TEM (Presentato ef al. 2018a, upraveno).

3.2.10. Reakce bakterii rodu Rhodococcus na ptitomnost radioaktivnich kovl

K tézkym kovim byvaji tfazeny 1 mnohé prvky bez stabilnich izotopli, znichz k
nejvyznamnéjSim z hlediska jejich role ve zneciStovani zivotniho prostfedi patfi uran,
thorium ¢i nékteré lanthanoidy, které se do n¢j dostavaji pfi jadernych testech ¢i nehodéach

v atomovych elektrarndch, popt. se mohou uvoliiovat z fosforecnych hnojiv (Tsuruta 2004).
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Ptestoze studii zabyvajicich se vztahem rhodokokt a radioaktivnich kovii neni mnoho, vyslo
najevo, ze kmen Rhodococcus fascians DPKI-17 ve své biomase uspésn¢ akumuluje Pu(IV),
avSak oproti obdobné¢ testovanym mikroorganismim Bacillus mycoides a Serratia marcescens
jiz neni schopen Pu(IV) efektivné redukovat a tim ménit jeho rozpustnost a mobilitu
(Luksiene et al. 2012).

Zaroven bylo zjisténo, Ze kmen Rhodococcus erythropolis TAM1399 dokaze adsorpci
akumulovat thorium i uran, a to dokonce ve zna¢ném mnozstvi (Tsuruta 2004), a proto se zda,
ze by bioremediacni potencial zastupct rodu Rhodococcus ohledné eliminace nékterych

tézkych radioaktivnich kovli z kontaminovaného prostfedi mohl byt rovnéz vysoky.
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4. Zaver

Zastupci rodu Rhodococcus vykazuji velmi dobrou schopnost adaptovat se na
extrémni zivotni podminky, k nimz lze pfifadit i pfitomnost tézkych, Casto i vysoce toxickych,
(polo)kovi. Zéakladem této vysoké adaptability rhodokokii je jejich zna¢nd metabolicka
diverzita a komplexnost umoznénd podstatné rozsahlejSim genomem, nez je u bakterii
obvyklé, takze by mohli patfit k vhodnym adeptim pro eliminaci téchto (polo)kovi ¢i jejich
sloucenin z kontaminovaného prostiedi.

Uroveii poznani reakci kmenti rodu Rhodococcus na jednotlivé t&7ké kovy ¢&i toxické
polokovy se zna¢né 1i8i. Podrobnéjsi molekuldrni mechanismy rezistence byly totiz popsany
jen pro arsen (geny acr3, arsA, arsD, arsR, arsl, mykothiol dependentni arsCI ¢i 2
thioredoxin dependentni arsC2 a arsC3) a castetné i pro rtut (potvrzena existence
transkripéniho regulatoru MerR aktivujictho mer operon) a selen ¢i tellur (redukce na
samotny kov). Naproti tomu se u ostatnich téchto kovt ¢i polokovl studie zamétovaly hlavné
na stanoveni miry tolerance ¢i odolnosti jednotlivych rhodokokti vii¢i nim, bohuzel ¢asto bez
dalsiho blizsiho vysvétleni ¢i jen s poukazem na to, Ze jde o velmi efektivni sorpci. Ta je
umoznéna napiiklad i1 diky produkei pro rhodokoky specifickych extracelularnich polymert,
flokulantt ¢i jinych aktivnich latek, coz plati zejména u chromu, olova, kadmia ¢i médi.

Ackoli je pro potieby optimalizace vyuziti rhodokoki v bioremediacich tézkych kovt
nezbytné znat konkrétni mechanismy rezistenci vii€i nim, jiZz nyni je zfejme, ze zejména jejich
znaéné sorp¢ni schopnosti maji vysoky bioremedia¢né-dekontaminaéni potencial, a proto je
zadouci vénovat rodu Rhodococcus a reakcim jednotlivych kmenil na téZké (polo)kovy i

nadale velkou pozornost.
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