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Abstrakt

V pfedchozich letech jsme v naSi laboratofi popsali mutanta Bacillus subtilis,
ktery vykazoval snizeny rast pfi vystaveni osmotickému stresu za limitujici
koncentrace K*. Tento mutantni kmen nesl pferuSeni v genu yxkO kodujicim
predpokladanou ribokinazu. Tento gen patfici do sigma B operonu je indukovan
osmotickym, teplotnim a etanolovym Sokem. Pfi srovnani s divokym kmenem,
ma tato mutace pleiotropni vliv na fenotyp nositelského kmenu. Kromé
osmosenzitivity se mutant liSi tvarem burky, schopnosti motility a sporulace.
Nasim cilem bylo zaméfit se na projevy mutace v genu yxkO u dalSich bakterii
z rodu Bacillus. Pripravili jsme mutanty s pferusenim tohoto genu, pomoci
plazmidu pMUTIN4, odvozené od kmenu liSicich se okolim tohoto genu a
urovni laboratorni domestikace Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus subtilis
subsp. spizizenii.

Obdobné jako v predchozich studijich (u laboratorniho kmenu Bacillus subtilis
168) jsme popsali u mutantniho kmenu odvozeného od Bacillus
amyloliquefaciens zhorSenou schopnost rUstu pfi limitaci draslikem a za
osmotického Soku. Tento fenomén jsme studovali na urovni dynamiky rdstu
bakterialni kultury. Dale jsme detekovali zvySenou citlivost kmenu odvozeného
od Bacillus amyloliquefaciens k tetracyklinu, zménu morfologie téchto bunék a
jejich motility. Mutace v pfirodnim izolatu Bacillus subtilis subsp. spizizenii
vyvolala vyrazné nizsi fenotypovy projev nez u kmenu laboratorniho.

Novym pfispévkem k popsani komplexni role genu yxkO v motilité bylo studium
schopnosti swarmingu mutantnich kmenu. Naruseni tohoto druhu pohybu bylo
prokazano jen u mutantniho kmenu odvozeného od Bacillus amyloliquefaciens.
Dale jsme pfipravili kmen s detekovatelnou expresi genu ctc z regulonu obecné
stresové odpovédi k studiu vlivu disrupce genu yxkO u Bacillus subtilis na
obecnou stresovou odpovéd. Vysledky ukazuji signifikantni snizeni exprese

genl obecné stresové odpoveédi pfi preruseni genu yxkO.

Klicova slova: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis

subsp. spizizenii, osmoadaptace, obecna stresova odpovéd, motilita, yxkO.



Abstract

We have previously characterized a Bacillus subtilis mutant defective in growth
and osmoadaptation under limited K* concentrations. In this mutant, the yxkO
gene encoding a putative ribokinase is disrupted. This gene is supposed to
belong to the sigma B operon and its expression is induced after osmotic, heat
and ethanol shock. In comparison to the wild type, this mutation causes
pleiotropic changes in host phenotype. In addition to its osmosensitivity, the
mutant differs in cell shape, motility and ability to produce endospores.

Our goal was to focus on manifestations of the mutation in the yxkO gene in
other bacteria of the genus Bacillus. Using plasmid pMUTIN4 we have prepared
mutants with disruptions of this gene derived from Bacillus amyloliquefaciens
and Bacillus subtilis subsp. spizizenii strains differing in the yxkO surroundings
and in the level of laboratory domestication.

As in the previous study (with laboratory strain Bacillus subtilis 168) we
demonstrate impaired ability of the mutant strain derived from Bacillus
amyloliquefaciens to grow in potassium limitation and osmotic shock.

We have studied this phenomenon at the level of the growth dynamics of the
bacterial culture. We have also detected an increased sensitivity of the strain
derived from Bacillus amyloliquefaciens to tetracycline, changes in cell
morphology and motility. The same mutation natural isolate of Bacillus subtilis
subsp. spizizenii caused significantly lower phenotypic manifestation than the
laboratory strain.

New contribution to describe the complex role of yxkO gene in motility was the
study of the swarming ability of these mutant strains. It was shown that this type
of movement was affected just in mutant strains derived from Bacillus
amyloliquefaciens.

Furthermore, in order to study the impact of yxkO gene disruption on the
general stress response of Bacillus subtilis 168 we have prepared a strain with
detectable expression of ctc gene, which belongs to the general stress
response. Our results show a significant reduction in expression of the general

stress response genes in strains with mutation in yxkO gene.

Key words: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis subsp.

spizizenii, osmoadaptation, general stress response, motility, yxkO.
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1. UVOD
Bakterie jsou nejpfizplsobivéjSi organizmy na planeté Zemi. Jejich schopnost
adaptovat se na ménici se podminky okolniho prostfedi je obrovska.
Prokaryota, mezi néz se bakterie fadi, dokazala pfed miliardami let kolonizovat
nehostinnou planetu davno pfed tim nez se objevily jiné organizmy. A v
podstaté i tyto nové eukaryotické organizmy, at uz jednobunécné nebo
mnohobunécéné, jsou dle endosymbiotické teorie Lynn Margulisové svou
podstatou vysoce specializovanym symbiotickym konsorciem prokaryotnich

organizmda.

Mg vivs

mnohé pro Clovéka vyznamné zastupce, jako napfiklad vysoce patogenniho
puvodce snéti slezinné Bacillus antracis, pramyslového producenta amylaz
Bacillus amyloliquefaciens, producenta insekticidu a donora genu jeho
biosyntézy pro tzv. Bt rostliny odolné k hmyzim skadcim Bacillus thuringiensis
a v neposledni fadé modelovy organizmus grampozitivnich bakterii Bacillus

subtilis.

Bakterie rodu Bacillus se jako pidni mikroorganizmy stietavaji s neustale se
ménicimi podminkami (teplota, osmolarita, vihkost, pH, atd.) okolniho prostfedi,
které jsou vyzvou jejich schopnosti adaptace. Jednou z moznosti, jak se
vyporfadat s témito zménami, je pohyblivost diky niz bakterie mohou opustit
nepfiznivé prostfedi, respektive vyhledat lepSi. Motilita je u rodu Bacillus
manifestovana nékolika zpusoby, kromé pohybu v tekutém médiu pohanéného
biCikem, se u néj také vyskytuje pohyb po pevném povrchu v nékolika

v s

variantach, z nichz nejznamgjsi je swarming.

Pokud se bakterie nedokaze nepfiznivym podminkam vyhnout, musi se na né
adaptovat a k tomu ma fadu sofistikovanych mechanizmu specifickych Ci
nespecifickych. Obecna stresova odpovéd bakterii rodu Bacillus je vyznamnym
nespecifickym adaptacni mechanizmem, ktery je reakci na environmentalni

stres, hladovéni ¢i zménu teploty.

12



Jednim z environmentalnich stresl je stres osmoticky, ten je také predmétem
zajmu nasi laboratofe. Ve specifické odpovédi na osmoticky stres, aby
vyrovnala tlak vnéjSiho prostfedi, akumuluje bakterie nejprve draselné ionty.
Nasledné je nahrazuje kompatibilnimi soluty, které pfijima z okolniho prostfedi,
Ci je de novo syntetizuje. Paralelné s touto odpovédi se indukuje i obecna

stresova odpovéd.

Jiz dfive byl v naSi laboratofi pfipraven pomoci nespecifické inzercni
mutageneze minitranspozénem Tn10 osmolabilni kmen Bacillus subtilis L-42. U
tohoto kmene byl pozorovan snizeny rust na médiich s nizkou koncentraci

drasliku (< 1mmol/l) a snizena schopnost osmoadaptace (Holanova 2000).

Bylo prokazano, ze mistem nesoucim mutaci v kmenu L-42 je gen s dosud
neznamou funkci yxkO. Na tento gen se nasledné zaméfila pozornost nasi
laboratofe. Byl zjistén vliv tohoto genu na expresi jinych proteinl za podminek
osmotického Soku, napfiklad proteinu Hag (flagelinovému proteinu viakna
bakterialniho biCiku)(Petrovova 2010), také na motilitu bakterii a rdst na
mineralnim médiu s nedostatkem drasliku a pfi osmotickém Soku (Streitova
2010). Také bylo prokazano naruSeni schopnosti sporulace u kmenl s mutaci v

tomto genu a jejich vysSi citlivost k tetracyklinu (Petrovova 2010).

Ma diplomova prace méla za cil navazat na vysledky mych predchudkyn a
rozsifit poznani vyznamu funkce genu yxkO zejména ve vlivu na motilitu a

obecnou stresovou odpovéd.

Cile této diplomové prace byly:

1. Konstrukce kmenu Bacillus subtilis s uplnou deleci genu yxkO.

2. Konstrukce kmenu Bacillus subtilis, umoziujici méfit miru obecné stresové
odpovédi.

3. Srovnat fenotypickou odpovéd na vyfazeni genu yxkO u pfirodnich izolatu

Bacillus subtilis a pfibuzného kmenu Bacillus amyloliquefaciens.

13



2. LITERARNi PREHLED

2.1 Gen yxkO a protein jim kédovany u Bacillus subtilis 168

Monocistronni gen yxkO o velikosti 831 bp se nachazi v intergenové oblasti

sigY-cydD na chromozomu Bacillus subtilis 168. Koduje protein o neznameé

funkci.
katX yxlH Hlﬂ‘ EHkJ FRI ﬁsz aldy kC
39600801 < % T I rQ [ el 3998000
licB yxzF yxlG yxlE yxko cydC cydB yskH yxkF ysnkD galE
licC yxlJ yxlF yxlC cydD cydf nsnx
licR yxlD

sig¥

Obr.1. Schéma polohy genu yxkO v genomu Bacillus subtilis 168.
(pfevzato z http://bacillus.genome.jp/ )

Protein YxkO je velky 29.9 kDA a tvofeny 276 aminokyselinami. Funkcni forma
je tetramerni a obsahuje vazebné misto pro ATP, Mg# a dosud neznamy
substrat. Strukturné je homologni k rodiné sacharidovych kinaz ribokinazového
typu. Sekvencni homology YxkO jsou evolu¢né Siroce rozSifené. 69 znamych
homologu, vétsinou s neznamou funkci, se vyskytuje jak u bakterii (42), tak u
archaeii (14) i eukaryot v€etné Clovéka (13). Nékteré jsou klasifikovany jako

sacharidové kinazy (Zhang et al 2002).

14


http://bacillus.genome.jp/

A - e ]

o é -, | e O

/%:_' J = ot : ¥
B, “-.-'5:'_ o

gL { - pil i = e,
= ';.ﬂ:'qd_:___ i Fi . ).
Rl TN 'Y

{ - T ) s.!ﬂ:‘ s 11

Kulicky vyznacuji uhlikové atomy podilejici se na tvorbé ATP vazebného a

substrat vazebného mista. (pfevzato Zhang et al, 2002)

V pfedchozich letech bylo v na$i laboratofi zjisténo, Ze gen yxkO hraje roli v
adaptaci na osmoticky stres. Pfi studiu osmoadaptace byl pomoci nahodné
inzeréni mutageneze pomoci transpozonu miniTn10 pfipraven osmolabilni
mutant odvozeny od asporogenniho kmene (kmen L-42) (Holanova 2000), u
kterého byla inzerce transpozoénu lokalizovana do strukturni ¢asti genu yxkO
(Ulanova et al 2007).

V dalSi praci zaméfené na studium fenotypovych vilastnosti kmenl s mutaci
genu yxkO byl pfipraven mutant s inzerci plazmidu pMUTIN4 do strukturni ¢asti
genu yxkO (kmen MP2) odvozeny od Bacillus subtilis 168. Byl potvrzen
osmolabilni fenotyp a byla u tohoto mutanta zjisténa vysSi citlivost k tetracyklinu
oproti divokému kmenu. Na zakladé srovnani proteinovych profill po
osmotickém stresu byla u mutantniho kmenu MP2 zjiSténa rozdilna hladina
nékterych proteint oproti kmenu divokému, napfiklad flagelinového proteinu

Hag, tvoficiho vlakno bi€iku, glutaminsyntetazy, GroEL, fosfoglycerat kinazy a
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dalSich (Petrovova 2010). Se zménami hladiny flagelinového proteinu patrné
také souvisi pozorovani rozdilné motility mutantniho kmenu MP2 oproti
divokému kmenu. Pfi mikroskopickych pozorovanich byla také popsana zména

morfologie u mutantniho kmenu MP2 (Streitova 2010).

Dal8i studium funkce genu yxkO a jemu pfisluSejiciho proteinu je nadale

pfedmétem zajmu nasi laboratore.

2.2 Motilita Bacillus subtilis

Motilita, jako reakce organizmu na vystaveni nepfiznivym podminkam,
obzvlasté jedna-li se o zménu trvalou, je pravdépodobné nejlepSim druhem
adaptace, samozfejmé v pfipadé existence mista s vhodnéjSimi podminkami.
Pokud neni stanovisté s lepSimi podminkami dostupné je organizmus odkazan
na adaptace, jez mu dovoluje jeho geneticka vybava, ktera je limitujici.

Pfipadné ziskani adaptace evoluéni cestou neni pfilis u€inné ani rychlé.

Neni pfekvapenim, Ze pudni bakterie jako Bacillus subtilis jsou vysoce
pohyblivé. Motilita u nich nabyva riznych forem od jednobunécného bicikem
pohanéného pohybu v tekutém médiu (swimming), po rizné formy pohybu po
povrchu tuhého média (swarming), realizované casto na urovni bakterialni

populace.
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2.2.1 Motilita v tekutém médiu a jeji regulace

Motilita v tekutém médiu je u bakterie Bacillus subtilis uskuteChovana pomoci
rotace bakterialniho biCiku. Rotace bi€iku udéluje bunce pohyb na podobném
principu jako lodni Sroub. Rotace proti sméru hodinovych ruci¢ek vede k pohybu
vpfed, rotace po sméru zpusobuje tzv. tumbling (volné pfeloZzeno jako
poskakovani na misté). Chemotaxe jako sméfovani pohybu bakterie funguje

pak na bazi zmény frekvenci stfidani tumblingu a pohybu vpfed.

Bakterialni biCik tvofi tfi ¢asti, na povrchu buriky ukotvené zakladni télisko
(basal body) a vnéjsi struktury hacek (hook) a vlakno (filamentum). Tyto ftfi

komponenty se skladaji z vice nez 20 proteinu (Obr.3.).

Geny podilejici se na motilité a chemotaxi jsou nejvice studovany u
enterobakterii a jsou u nich organizovany do tfi tfid. Exprese téchto tfid probiha
pomoci vzajemné regulace. Geny prvni tfidy, které zahrnuji flhDC operon,
predstavuji Fidici operon syntézy biCiku. Jejich exprese zavisi na nutriCnich
podminkach a rlstové fazi, a je také urcujici pro expresi gent druhé tfidy. Geny
druhé tfidy koduji komponenty tvofici zakladni télisko a hacek biCiku a takeé
sigmafaktor potfebny spolu s funkénim sekreCnim systémem, ktery zajisti
odstranéni pfislusného antisigmafaktoru, k expresi genu tfidy treti (Chilcott a
Hughes 2000).
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Obr. 3. Struktura bi¢iku gramnegativnich bakterii.

Bile jsou oznacCeny proteiny neucastnici se na tvorbé biCiku u Bacillus
subtilis jmenovité FIgF, FigH a Flgl, tj. proteiny tvofici L a P prstence
ukotvené ve vnéjSi membrang, respektive bunééné sténé. (pfevzato z

http://www.genome.jp/kegqg/ , upraveno)
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Podobna organizace genu souvisejicich s motilitou a chemotaxi se naléza také
u Bacillus subtilis s tim rozdilem, Ze neni pfitomen fidici operon odpovidajici
genum prvni tfidy. Genim druhé tfidy u Bacillus subtilis odpovida fla/che
operon. Tento operon kdéduje vice nez tficet proteint podilejicich se na tvorbé
zakladniho téliska, hacku a ucastnicich se chemotaktické kaskady. Na jeho
konci je umistén gen pro sigmafaktor o®, ktery ¥idi expresi posledni skupiny

genu odpovidajici treti tfidé u enterobakterii (Helmann 1991).

Expresi fla/che operonu reguluji nejméné tfi promotory a je predpokladana
pfitomnost minimalné jednoho dosud nerozpoznaného. NejdulezitéjSim
promotorem je Pa leZici pfed operonem a fizeny sigmafaktorem o*. Jesté pred
nim lezi druhy promotor Pps zavisly na sigmafaktoru o®, ktery neni tak
vyznamny. Uvnitf operonu pfed genem sigD lezi posledni promotor Psgp zavisly

rovnéz na sigmafaktoru o* (West et al. 2000).

fla/che operon
—
[ -
HBB genes | sigD
L - I
alche P
s /1 A Bigp
fliE fliP f1lhB
sucC snf clpo flgBfliF fliH ylxF flgE flin chey fLiR

sucD _ topf gid codV clp¥ cd\’ flgC fliG fliIfliJflikKylxG flil fliy rhz fha flhAa f1hF
S R E M .. B DR ...

1688001

cheB cheD infB trub
ylxH cheC yluL tsf frr cdsA nusA ylxQ rbfA rpsl
flhF  cheA cheH 3130 r‘psB snhn uppS dxr yluC proS polC glxs gixR ylxP ribC pnpR
[ By P T T DN s

1718081 1740080

Obr. 4. fla/che operon.
Nahofe schématické znazornéni promotort fidicich transkripci fla/che
operonu. Dole organizace gen( operonu a jeho okoli. Sipkami vyznaden

zaCatek a konec operonu. (pfevzato West et al. 2000 a

http://bacillus.genome.jp )
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Geny ftreti tfidy enterobakterii odpovidaji o regulonu Bacillus subtilis a patfi
mezi né geny pro mot komplexy, pro chemotaktické receptory a proteiny
bi¢ikového vlakna flageliny. Negativni regulaci tohoto regulonu zprostfedkovava

antisigmafaktor FIgM (Caramori et al. 1996).

Regulace motility probiha na vice urovnich. Prvni uroven regulace motility je na
urovni transkripce gend motilniho aparatu, za tuto regulaci jsou zodpovédné,
kromé jiz zminéného antisigmafaktoru FIgM, také pleiotropni represory CodY,
ktery potlaCuje expresi genl nezbytnych pro motilitu v nutricné bohatém
prostfedi, a DegU, ktery brani expresi naopak v prostfedi pfili§ nutricné
chudém. Na urovni translace reguluje motilitu RNA vazebny protein CsrA, ktery
vaze mRNA genu hag a blokuje tak jeho translaci. Na posttranslacni urovni je

motilita regulovana interakci proteinQ tvofici bi€ik (viz dale).

2.2.1.1. CodY globalni represor u Bacillus subtilis

CodY je vyznamny transkripCni regulator, jehoZz homology byly nalezeny u fady
grampozitivnich bakterii. Ridi expresi fady geni pozdni exponenciélni faze a
faze stacionarni. Reguluje vice nez 100 genu ucastnicich se zejména adaptace
na nepfiznivé nutriéni podminky (Brantl a Licht 2010). U&astni se regulaénich
drah anabolizmu, katabolizmu, diferenciace a patogeneze. Konkrétné se podili
na regulaci sporulace, kompetence, motility, transportu aminokyselin, peptidu a
cukru, a syntézy vétvenych aminokyselin (izoleucin, leucin a valin)(Brantl a Licht
2010). Z hlediska patogennich bakterii mize predstavovat vyznamnou
determinantu miry patogenity, napfiklad u Staphylococcus aureus funguje jako
represor exprese fady genu virulence, reprimuje produkci alfa toxinu a tim
blokuje hemolytickou aktivitu. U S. aureus také potlaCuje tvorbu biofilmu
(Majerczyk et al. 2008).

Ve své funkéni formé tvofi CodY homodimér slozeny ze dvou 29 kDa velkych
monomeérl. CodY funguje jako represor transkripce, ve své aktivni podobé se
vaze do regulacni oblasti cilovych genl a brani jejich expresi (Joseph et al.
2005).
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Afinita CodY k DNA je regulovana vazbou ligandu, a tim je zejména GTP (GTP
nefunguje jako zdroj energie, neni $tépeno), ale mohou jim byt i vétvené
aminokyseliny. GTP méni konformaci CodY, a tim zvySuje jeho afinitu k cilové
DNA. Hladina GTP odrazi nutri¢ni stav buriky, a jen v prab&hu exponencialni
faze rastu je dostateCné vysoka, aby aktivovala konstantné pfitomny CodY,

ktery ma ke GTP pomérné nizkou afinitu (Handke et al. 2008).

Jsou také znamy vzacné pfipady, kdy funguje CodY jako aktivator, napfiklad u
exprese sRNA BsrF, v tomto pfipadé opét na aktivité CodY participuje GTP

nebo vétvené aminokyseliny (Preis et al. 2009).

V ramci regulace motility u Bacillus subtilis funguje CodY jako represor jak
fla/che operonu, tak genu pro flagelin hag. V pfiznivych nutri€nich podminkach,
v exponencialni fazi, kdy je vysoka hladina intracelularniho GTP, se CodY vaze
do promotorovych oblati vdech tfi znamych promotoru fla/che operonu a také
promotoru genu hag prekryva -35 i -10 oblasti a brani nasednuti RNA
polymerazy. Rovnéz reprimuje expresi srfA operonu nezbytného pro produkci
surfaktinu a tim i motilitu na povrchu tuhého média (Bergara et al. 2003).

Regulace motility pomoci CodY ukazuje na jeji souvislost s nutriCnimi
podminkami, konkrétnéji nepfiznivymi nutriCnimi podminkami. Motilita je tedy
adaptaci na snizeni mnozstvi Zivin v prostfedi, které je zaznamenano diky
snizeni hladiny GTP, jez vede k vypnuti CodY zprostfedkované represe genu

potfebnych pro motilitu.

2.2.1.2 DegU - pleiotropni response regulator Bacillus subtilis

DegU je pleiotropni regulator transkripce v odpovédi na zménu podminek
vnéjsiho prostfedi. Ma kliCovou pozici v globalni regulaci buné&nych procesu
zejména v pozdni exponencialni a stacionarni fazi. Mezi procesy jim regulované
patfi syntéza extracelularnich degradacnich enzymda, syntéza poly-y-glutamové
kyseliny, tvorba biofilmu, pfirozena kompetence a motilita (Verhamme et al.
2007, Kobayashi 2007).
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DegU je cytosolicky protein, je to responce regulator dvousloZzkového systému
zahrnujiciho DegU a receptorovou histidin kinazu DegS. Oba dva geny jsou
exprimovany ze spoleCného operonu degSU, ktery je pod kontrolou tfi
promotord na jejichz aktivaci se podili nizka koncentrace zdroju dusiku a
vysoka hladina DegU~P (Yasumura et al. 2008). BEéhem exponencialni faze je
inhibovana aktivita DegS, po vstupu do stacionarni faze je inhibice uvolnéna a v
burice se zvySuje hladina DegU~P. Hladina DegU~P pak urCuje, které drahy
budou aktivovany. Kompetence je napfiklad indukovana pfitomnosti DegU tedy
nizkou koncentraci DegU~P, naopak produkce exoproteaz je aktivovana
zvySenim koncentrace DegU~P. Na funkci DegS-DegU signalizace se podili
také protein DegQ, ktery stimuluje pfenos fosfatu z DegS na DegU (Kobayashi
2007).

V ramci motility se DegU podili na regulaci jak pohybu v tekutém meédiu, tak
swarmingu. Je znamo, ze v nefosforylované formé DegU aktivuje expresi
fla/che operonu (Kensuke a Ogura 2008). Naopak fosforylovana forma hraje roli
v inhibici exprese jak fla/che operonu (Amati et al 2004), tak o® zavislych gend.
DegU~P se spolu se SwrA a SwrB podili na aktivaci exprese antisigmafaktoru
oP FIgM, ktery pak nasledné potladuje expresi a® zavislych genli. DegU~P se
vaze do promotoroveé oblasti figM a zvySuje jeho expresi. Urc€ujici roli v DegU
regulaci FIgM hraje stav bazalniho téliska bi€iku, kdy nefunkéni bazalni télisko
aktivuje signalizaci DegS-DegU a vede k zvySeni exprese FIgM (Hsueh et al.
2011). Z hlediska swarmingu ma pak nizka koncentrace DegU~P pozitivni

efekt, kdezZto vysoka naopak inhibi¢ni (Gupta a Rao 2009).

2.2.1.3 RNA vazebny protein CsrA - regulator translace

CsrA je Globalni regulator reagujici na zmény okolniho prostfedi pusobici na
post-transkripéni urovni. Procesy, které reguluje zahrnuji centralni uhlikovy
metabolizmus (odtud i nazev csr - carbon storage regulator), tvorbu biofilmu a

motilitu.

CsrA je pomérné maly protein (asi 7 kDa), jehoz aktivni forma je homodimér.

Funguje jako RNA vazebny represor translace, jeho vazebna mista se
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nachazeji v blizkosti Shine-Dalgarno sekvenci cilovych mRNA. Vazba CsrA
vede jednak k inhibici translace (brani nasednuti ribozomu), jednak k degradaci
vazané RNA. Na regulaci jeho aktivity se podili malé nekédujici sSRNA CsrB a
CsrC, které maiji schopnost vazat CsrA a inhibovat jeho aktivitu (Timmermans a
Van Melderen 2010).

Z hlediska motility funguje CsrA u Bacillus subtilis jako represor tvorby biciku,
vaze se do leader sekvence mRNA pro flagelinovy protein Hag, kde pro néj byla
identifikovany dvé vazebna mista, pfekryva jeho Shine-Dalgarno sekvenci a
brani iniciaci translace. CsrA je soucasti operonu biosyntézy biCiku, ktery
obsahuje i gen hag. Exprese CsrA je fizena o* zavislym promotorem a zvySuje

se po konci exponencialni faze (Yakhnin et al. 2007).

2.2.1.4 Regulace skladani biciku

Posledni urovni regulace tvorby biciku jsou protein-proteinoveé interakce pfi jeho
skladani. Tvorba bi€iku je Fizena hierarchickou kaskadou exprese motilitnich
genu. Zadina expresi fla/che operonu a po ném nasleduje exprese a® zavislych
genu. Dulezitou roli pfi nasledném skladani komponent ve funkéni celek hraje

schopnost samousporadani (self-assembly) jednotlivych proteind.

V prvni fazi dochazi k tvorbé bazalniho téliska. Exprese prvni skupiny genu fla/
che operonu resultuje v slozeni MS prstence a jeho inzerci do plazmatické
membrany. Tvorba bazalniho téliska pokraCuje skladanim C prstence a
sekre¢niho systému typu Ill. Nasledné funkéni sekreéni systém odstranuje z
buriky antisigmafaktor FIgM a rusi represi transkripce o® zavislych gend. To
vede k syntéze proteini vnéjSich struktur, hacku a vlakna, a jejich sekreci

centralnim kanalem biCiku ven z bunky, kde polymeruji (Caramori et al. 1996).

PFi procesu skladani bi€iku hraje roli cela fada regulac¢nich proteind, které diky
protein-proteinovym interakcim reguluji skladani jednotlivych komponent biciku.
Napfiklad u YviF proteinu u Bacillus subtilis byla prokazana schopnost vazat C
koncovou doménu proteinu Hag, a v souvislosti se snizenim motility mutanti s

deleci genu tohoto proteinu se pfedpoklada, Zze ma roli chaperonu (Titz et al.
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2006). DalSi chaperony, u kterych byla prokazana schopnost vazat flagelinovy
protein jsou FliS a FIiT, tyto proteiny brani polymeraci flagelinu v cytoplazmé
(Auvray et al. 2001). Jinou funkci ma protein FliD, ktery je tzv. cap proteinem a
reguluje extracelularné polymerizaci flagelinovych podjednotek na konci biCiku
(Ikeda et al. 1996).

2.2.2 Motilita na povrchu tuhého média

Motilita v tekutém médiu neni jedinym aktivnim pohybem, kterého jsou bakterie
schopny. U bakterii existuje nékolik typu s pevnym povrchem asociovanych
pohybu. Zakladni rozdéleni a definice téchto druhu motility vytvofil jiz v roce
1972 Jgrgen Henrichsen (Henrichsen 1972). Mezi tyto pohyby patfi swimming
(“plavani” - v podstaté analogie k pohybu v tekutém médiu), sliding(“klouzani”),

gliding (“Iétani”), twitching (“‘cukani”), darting (“vrhani”) a swarming (“rojeni”).

Swimming je typ na biCiku zavislého pohybu a bakterie se pfi ném pohybuji jako
jednotlivé bunky. Jde v podstaté o pohyb v tekutém médiu, ktery probiha na
agarovych pudach s velmi nizkym obsahem agaru pod 0,3% (w/v), hodnota nad
tuto hranici jej inhibuje. Swimmingem se bakterie Sifi po povchu rychlosti kolem
50 pM/min.

Sliding je pohanén rlstem bakterialni kultury. Je umoznén produkci latek
snizujicich povrchové napéti a nejedna se ve své podstaté o aktivni pohyb,
nicméné pfi kolonizaci povrchu hraje vyznamnou roli. RozSifovani zon

pokrytych bakterialni biomasou se déje rychlosti kolem 5-10 uM/min.

Gliding se vyskytuje u myxobakterii, cyanobakterii a rodu Cytophaga. V
mechanizmu pohybu hraji roli povrchové adhezni komplexy, pFesny

mechanizmus neni dosud objasnén. Jeho rychlost je 7 uM/min (Mignot 2007).
Twitching je pohanén kontrakcemi pili typu IV, neni tudiz zavisly na biCiku a

jedna se o pohyb jednotlivych bunék, rychlost kolonizace povrchu je pouze 5

MM/min. Vyskytuje se u fady bakterii.
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Darting byl popsan u nékterych kmenu Staphylococcus aureus a
Staphylococcus albus. O mechanizmu tohoto pohybu neni pfili§ znamo,
pravdépodobné pro né&j neni potfeba produkce surfaktantu. Bakterie se timto

zpusobem dokazi pohybovat rychlosti 6 uM/min (Dordet-Frisoni et al. 2008).

Swarming patfi k tém lépe prostudovanym typum povrchové translokace. Jedna
se o0 pohyb uskuteChovany v ramci populace bakterii. Podili se na ném bicCiky,
sekrece surfaktinu a mezibunécné interakce bakterii. Swarming dosahuje

rychlosti kolem 75 yM/min. Vice o swarmingu dale.

Swarming > Swimming
—
AR Flagellum
Twitching
] Gliding ) o )
L] o a
L ° o
== !Pilus retraction
Focal-adhesion complexes
sliding O
|
OOO0O0O0OOOO
Spreading by growth

Obr. 5. Schématické znazornéni jednotlivych typli povrchové motility.

(Pfevzato z Kearns 2010)

2.2.2.1 Swarming u Bacillus subtilis

Swarming je specialnim typem multicelularnihno pohybu po povrchu tuhych
médii. Je uskuteChovan pomoci pohybu tzv. multicelularnich raftd tvofenych
spojenymi prodlouZzenymi a husté biCiky exprimujicimi bakteriemi (Kearns a
Losick 2003). Pfechod z planktonické formy na swarmujici konsorcium bunék je
doprovazeno vratnou diferenciaci (Obr. 6.). Vyskytuje se jak u grampozitivnich
(Bacillus), tak gramnegativnich bakterii (Proteus). Jeho vyznam spociva nejen v
rychlé kolonizaci nového prostfedi, ale také se podili na zvySovani patogenity
bakterii zlepSenim jejich schopnosti kolonizovat povrchy tkani, katetrd Ci

umeélych nahrad.
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Obr. 6. A) Detailni mikrofotografie prodlouzenych bunék Proteus
mirabilis se svazky biciku tvorici multicelularni raft pfi swarmingu. B)
schéma diferenciace vegetativni bunky (V) ve swarmuijici (S) a zpét.
(Pfevzato Kearns 2010, Fraser a Hughes 1999)

Kromé morfologickych zmén a agregace bunék do multicelularnich rafti je ke
swarmingu potifeba jesté produkce extracelularniho surfaktantu (latky snizujici
povrchové napéti) surfaktinu. Surfaktin je neribozomalné syntetizovany cyklicky
lipoprotein s antimikrobni a hemolytickou aktivitou, druha ze jmenovanych
vlastnosti se pouziva jako jedna z metod pro prikaz jeho produkce (Youssef et
al. 2004). Kearns a Losick provedli elegantni pokus jednoznacné prokazujici
nezbytnost jak biciku, tak surfaktinu pro swarming. Pfipravili dva mutanty
Bacillus subtilis neschopné swarmingu, jeden s mutaci v genu pro flagelin hag a
druhy s mutaci v genu biosyntézy surfaktinu srfAA. Pokud tyto dva kmeny byly
testovany jednotlivé, byly oba neschopné swarmingu, kdyZz byla ovSem
kultivovana smiSena kultura téchto kmenu schopnost swarmingu byla
obnovena. Stejny efekt mélo, kdyZ se izolovany a purifikovany surfaktin pfidal k
SrfAA mutantim (Kearns a Losick 2003).
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Obr. 7. Strukturni vzorec surfaktinu. (Pfevzato Kearns 2010).

Pro pozorovani swarmingu jsou také v laboratofi potfeba specifické podminky,
zejména ve slozeni médii. Proto, aby se bakterie zaCaly pohybovat pomoci
swarmingu, je nezbytna zejména spravna koncentrace agaru v pevném mediu.
Optimalni je 0,7% (w/v) agar. NizSi koncentrace pod 0,3% agaru dovoluji
bakteriim pohyb pomoci swimmingu, ktery tak mudze byt se swarmingem
zaménén. Koncentrace vy3Si nez 1% agaru pak signifikantné omezuji swarming
bakterii (Kearns 2010).

Bakterie jsou obvykle na médium naockovany, bud jako kapka suspenze o
definované optické denzité, nebo se pouziva sterilni paratko, kterym se
inokuluje bakterialni biomasa do stfedu Petriho misky, zpusob inokulace
ovliviiuje dobu lag faze mezi inokulaci a zaCatkem rustu (Kearns a Losick
2003). Bakterialni biofilm poté pomérné rychle roste a pfes noc je schopen
prertst povrch celé misky. Vzhled vysledného naristu biomasy je variabilni,

zavisly na druhu bakterie a na sloZeni média.
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Obr. 8. Typy swarming fenotypu.

Bakterialni biomasa je bila, povrch média tmavy.

A - swarming u Bacillus subtilis 3610

B - swarming u Proteus mirabilis tzv. Bull's eye pattern.

C - dendriticky swarming Pseudomonas aerigunosa

D - vortex swarming u Paenibacillus vortex, také znamy jako fenomén
wandering colonies.

E - neswarmujici kmen Bacillus subtilis 3610.

(PFfevzato Kearns 2010)

2.2.2.2 Regulace swarmingu u Bacillus subtilis

Podstatnou roli v regulaci swarmingu hraje syntéza a sekrece surfaktinu.
Surfaktin je neribozomalné syntetizovany cyklicky lipopeptid, jeho syntéza je
fizena operonem srfABCD kédujicim 4 podjednotky multienzymového komplexu
surfaktin syntetazy. Exprese z tohoto operonu je regulovana pozitivné

i negativné na vice urovnich. Jednim z prostfedkl aktivace transkripce srfA je
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quorum sensing dvouslozkovy systém ComPA, ktery odpovida na pfitomnost
feromonu ComX nebo CSF v prostfedi (Cosby et al. 1998). Na aktivaci Srf
syntetazy se podili také Sfp transferaza kédovana genem sfp downstream od
srf operonu (Nakano et al. 1988). Bakterie také potfebuji systém na sekreci
surfaktinu ten ziejmé obstarava prfenaseC¢ SwrC z rodiny AcrB transportéru

(multidrug resistence pump)(Kearns et al. 2004).

Dulezitou zménou pfi pfechodu na swarming fenotyp jsou morfologické zmény
bakterii a zvySena exprese biCiki. Na regulaci téchto procesu se u Bacillus
subtilis podili swrA operon. Tento operon je fizen ze dvou promotord o°
zavislého a o” zavislého, ktery je aktivovan fosforylovanou formou response
regulatoru DegU. swrA operon je tvofen dvéma geny SwrAA a SwrAB, a podili
se na zvySovani exprese fla/che operonu a tim i syntézy bi¢ikl a tedy na
pfechodu na mnoha bi€ikatou swarmuijici buriku (Calvio et al. 2005, Calvio et
al. 2008).

DalSi geny, jejichz funkénost je nezbytna pro plnou schopnost swarmingu u
Bacillus subtilis jsou geny efp, epr a cheACDY. Gen efp kdduje domnély
elongacni faktor P a uc€astni se mechanizmu rezistence k surfaktinu (Kearns et
al. 2004). Epr je sekretovana extracelularni proteaza, jejiz exprese je
kontrolovana sigmafaktorem o°. Hraje blize nespecifikovanou roli v
multicelularnich procesech jako je swarming nebo tvorba biofiima. Cilova
struktura nebo substrat pro Epr nebyl doposud identifikovan bylo ale vylou¢eno,
Ze by hrala roli v Stépeni exogennich nutriet (Dixit et al. 2002, Bindel Connelly
et al. 2004). cheACDY jsou geny pro chemotaxi, byli nalezeni mutanti v téchto
genech neschopni swarmingu (Kearns a Losick, 2003), pozdéjsi vysledky vSak
naznacuji, ze neslo o projev naruSeni funkce téchto genu, ale o polarni efekt

mutace na geny Vv jejich okoli (sigD)(Kearns et al. 2004).

Je znamo Ze laboratorni (domestikované) kmeny Bacillus subtili jsou obvykle
neschopné swarmingu. Nékteré mutace, které jsou za neschopnost swarmovat
zodpovédné se podafilo lokalizovat. Za neschopnost swarmingu u kmenu
Bacillus subtilis 168 jsou napfiklad zodpovédné mutace v biosyntéze surfaktinu,

gen sfp (Nakano et al. 1992) a v regulaénim operonu swrA (Kearns et al. 2004).
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2.3 Osmoticky Sok a osmoadaptace Bacillus subtilis

Pfi osmotickém Soku jsou bakterie vystaveny nahlé zméné koncentrace
extracelularnich iontd neboli osmolality, ktera souvisi s dostupnosti vody. Jako
bakterie, Zzijici v svrchnich vrstvach pudy, je Bacillus subtilis ¢asto vystaven
pravé zménam osmolality. Extracelularnim zvySeni osmolality (hyperosmoticky
Sok) vede k odtoku vody z buriky a tim nebezpedi vyschnuti. Naopak pfi snizeni
osmolality (hypoosmoticky Sok) prostiedi je voda nasavana do buriky, coz mize
vést v extrémnich pfipadech (bunécna sténa vydrzi az 10 MPa) k prasknuti

buriky (Csonka a Hanson 1991).

u klesa v okoli burfiky koncentrace rozpustenych iontll a voda z okoli hnana
koncentracnim gradientem je nasavana dovnitf, coZz vede k zvySovani
osmotického tlaku a membranového napéti. Pro bakterie je ochranou pfed
pusobenim hypoosmotického Soku predevSim pevnost bunécné stény. Pri
hypoosmotickém Sok také, aby snizily pfijem vody, vyluCuji intracelularni
osmoticky aktivni latky do okoli. Tato reakce je mezi bakteriemi bézna a u
Bacillus subtilis se na ni podileji transmembranové kanaly MscL a YkuT
(Hoffmann et al. 2008).

Hyperosmoticky stres vystavuje buriku nebezpedi ztraty intracelularni vody, a
tim i vyschnuti, vede k snizovani osmotického tlaku, coZz ma za nasledek
naruseni procesu replikace DNA a proteosyntézy. Pokud neni kompenzovan
vede Kk plazmolyze a smrti bunky. Bakterie vyvinuly k prekonani
hyperosmotického Soku dvé zakladni strategie. Prvni z nich se nazyva “salt-in
strategy” a jde v podstaté o evoluc€ni pfizpusobeni Zivotu v prostfedi s vysokou
salinitou. Tyto extremné halofilni bakterie jsou adaptovany na vysokou
koncentraci iontl ve své cytoplazmé, které vyrovnavaji tlak prostfedi (Oren
2008).

Druha strategie se v anglictiné nazyva “organic-solutes-in strategy” a je
zaloZena na hromadéni organickych kompatibilnich solutl v cytoplazmé, které
vyrovnavaji osmolaritu vnéjSiho prostfedi. Tato strategie probiha ve dvou

fazich, kdy v prvni je v rychlé reakci na zménu osmolarity naakumulovana
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potfebna koncentrace draselnych iontl, které jsou v druhé fazi nasledné
vymeénény za kompatibilni soluty. Toto je také pfipad osmoadaptace Bacillus

subtilis, jez je detailnéji popsan dale (Whatmore et al. 1990).

2.3.1 Prvni faze osmoadaptace - transport draselnych ionta

V prvni fazi osmoadaptace na hyperosmoticky stres dochazi u Bacillus subtilis,
jak uz bylo vySe popsano, k vyrovnani osmotického tlaku prostfedi pomoci
importu draselnych iontl. K tomu slouzi rizné pfenasece a transportni proteiny.
U Bacillus subtilis nejsou zatim urCeny vSechny transportni systémy, které se
na prvni fazi osmoadaptace podili. Nize popiSu nékolik pfikladu systému, o
nichz je znamo, Ze se draslikového importu u€astni nebo u nichz tomu jejich

vlastnosti nasvédcuiji.

Mnohem |épe je prozkouman stav u Escherichia coli. Na transportu draselnych
iontu se podili tfi systémy, dva nizkoafinitni, Kup a Trk, a jeden vysokoafinitni,
Kdp.

Kup (dfive TrkD) systém predstavuje zakladni konstantné pfitomny systém pro
transport draselnych iontl (Stumpe et al. 1996), na vyznamu ziskava pokud je
bakterie vystavena zaroven s osmotickym Sokem také nizkému pH prostiedi
(Trchounian a Kobayashi 1999).

Narozdil od Kup systému hraje Trk dulezitou roli zejména v prostiedi s vySSim
pH (Trchounian a Kobayashi 1999). Trk je rovnéz konstitutivné exprimovany
nizkoafinitni systém. U vétSiny bakterii existuje pouze jediny Trk systém u
Escherichia coli (kmen K-12) se, ale v ramci Trk systému vyskytuji dva
podsystémy, a to TrkH a TrkG, ty se od sebe li§i v parametrech kinetiky
prenosu iontl (Schlosser et al. 1995). Funkéni transportér sestava z
integralniho membranového proteinu, TrkG nebo TrkH, tvoficiho komplex s
perifernim proteinem TrkA, u kterého byla prokazana schopnost vazat NAD(H).
Pro funkCnost komplexu je také potfebny regulacni protein TrkE. Pro funkci

transportéru je potfeba ATP a membranovy potencial (Sleator a Hill 2001).
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Kdp je vysokoafinitni systém indukovany nizkou koncentraci K*, jedna se tedy o
prostfedek adaptivni odpovédi na rust v prostfedi s nizkou koncentraci
draselnych iontd. Kdp je velmi ucinny, jeho €innosti mize byt koncentrace K* v
okolnim médiu sniZzena aZ na hodnotu kolem 50 nM. Kdp je kédovan operonem
kdpFABCDE, jehoz exprese je aktivovana pfi zvySeni osmolality
dvouslozkovym systémem tvofenym senzorovou kinazou KdpD a response
regulatorem KdpE (Altendorf et al. 1994). Funkéni Kdp transportni systém
sestava ze &tyf podjednotek. Ustfedni roli v ném hraje podjednotka KdpA tvorici
transmembranovy prenase¢ odpovédny za transport iontll a KdpB tvofici
katalytickou podjednotku vykazujici homologii k ATPazam typu P odpovédnou
za ATPazovou aktivitu komplexu. Podjednotky KdpC a KdpF plIni roli strukturni
a stabilizaCni (Laimonis et al 1978, Gassel et al. 1998, Gassel a Altendorf
2001).

Dale uvadim pfiklady podilejici se nebo s moznym i pfedpokladanym podilem

na importu draselnych iontu v reakci na hyperosmoticky stres u Bacillus subtilis.

2.3.1.1 Nizkoafinitni transportni systémy KtrAB a KtrCD

U Bacillus subtilis se nevyskytuji homology transportnich systému Escherichia
coli, s vyjimkou TrkA. Systémy pro transport draselnych iontu jsou evolu¢né
zcela odliSné od Escherichia coli a jsou blizSi transportnim systémidm rodu
Vibrio.

Jednim z doposud identifikovanych systému transportu draselnych iontu, ktery
se vyskytuje i u Bacillus subtilis je systém Ktr. Jedna se o systém konstitutivné
exprimovanych pfenasecul jejichz exprese je nezavisla na koncentraci drasliku v
prostfedi. Vyznam téchto pfenase€u podtrhuji vysledky s kmeny mutantnimi v
jejich genech, u nichz byla zna¢né naru$ena schopnost pfijimat K* ionty z
prostfedi (Holtman et al. 2003).

Homology systému KtrAB, ktery byl plvodné objeven u Vibrio alginolyticus
(Nakamura et al. 1998), jsou u Bacillus subtilis zastoupeny dvémy systémy
KirAB a KtrCD. Pficemz KtrA a KitrC jsou homology plvodniho KtrA z V.
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alginolyticus, KtrB a KtrD pak homology KtrB. Rozdilem mezi systémy KirAB a
KtrCD u Bacillus subtilis je jejich afinita k draselnym iontim, zatimco systém
KitrCD je nizkoafinitni, systém KtrAB je spiSe stfednéafinitni. Role mezi proteiny
Ktr systému jsou rozdéleny tak, ze KitrB respektive KtrD jsou transmembranove
prenaseCe a KtrA respektive KtrC cytoplazmatické slozky komplext nutné pro

jejich funk€nost (Holtman et al. 2003).

2.3.1.2 TrkA protein homologni k nizkoafinitnimu transportéru E.coli

Jak uz bylo vySe uvedeno Trk systém je konstitutivné exprimovany nizkoafinitni
systém pro transport draselnych iontl uplatiujici se zejména v alkalickém
prostfedi (Trchounian a Kobayashi 1999, Schlosser et al. 1995, Sleator a Hill
2001, detailnéji viz kap 2.4.1)

U Bacillus subtilis byl objeven protein odpovidajici proteinu TrkA z transportniho
systému Trk. Podobnost téchto proteind je zejména strukturni, sekvencni
homologie jejich gend neni nijak velka. Nicméné gen pro tento protein z
Bacillus subtilis izolovany a pfeneseny do Escherichia coli dokaze

komplementovat mutaci v TrkA (Sturr et al. 1997).

2.3.1.3 Tetracyklinovy exfluxni transporter TetA(L)

Dalsim kandidatem na systém ucastnici se importu draselnych iontu v odpovédi
na hyperosmoticky stres je rezistenci k tetracyklinu zprostfedkovavajici protein
TetA(L).Tento chromozomalné kodovany multifunkeni transportér funguje nejen
jako tetracyklin+dvojmocny kov/H* antiportér, ale také jako antiportér
monovalentnich kationti a protond. Monovalentni ionty, které dokaze
transportovat mohou byt sodné Ci draselné ionty. Bylo zjiSténo, ze mutanti s
deleci tohoto genu, jsou nejen citlivéjSi k tetracyklinu, ale také pokud jsou
kultivovani za podminek limitujici koncentrace drasliku rostou velmi pomalu
(Wang et al. 2000).
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2.3.1.4 Neznama ATPaza typu P

Pomoci biochemickych postupu byla u Bacillus subtilis také identifikovana
ATPazova aktivita typu P indukovana draselnymi ionty u€astnici se odpovédi na
osmoticky $ok, dosud ovdem nebyla pfifazena k Zadnému proteinu (Sebestian
et al. 2001).

2.3.2 Druha faze osmoadaptace - hromadéni kompatibilnich solutt

Jelikoz vysoka koncentrace draselnych iontd méni iontové poméry v bunce, coz
negativné ovliviiuje bunécné procesy, je po prvni fazi osmoadaptace potieba
vymeénit K* za jiné intaktni latky poskytujici stejnou ochranu pfed vysokou
osmolalitou prostfedi. Takovéto latky se nazyvaji kompatibilni soluty, jsou to
vysoce rozpustné latky, které samy mohou byt v bunce pfitomny ve vysokych
koncentracich, nenesou zadny naboj (za fyziologického pH), nejsou
metabolizovany a nijak neinteraguji s bunéénymi procesy. Vyznam téchto latek
zvySuje i fakt, ze kromé& ochrany pfed osmotickym stresem mohou chranit
organizmus i pfed negativnim pusobenim vysoké teploty (Holtman a Bremer
2004). Maijoritnim kompatibilnim solutem syntetyzovanym u Bacillus subtilis je
prolin (Whatmore et al. 1990), jeho funkci mohou zastavat, ale i jiné

syntetizované nebo z prostfedi ziskané kompatibilni soluty.

Druha faze osmoadaptace nebyla pfedmétem diplomové prace a proto nebude

podrobnéji pojednana.

2.4 Obecna stresova odpovéd

Obecna stresova odpoveéd, je globalni regulaéni systém, ktery v reakci na rizné
nepriznivé zmény vnéjSich podminek spousti expresi genll vedoucich k zvyseni
odolnosti a adaptace bakterii. Pokud pouZzijeme jako vychozi stav bakterialni
burfiku v exponencialni fazi je obecna stresova odpovéd jednim z druhd
adaptace bunky v reakci na nepfiznivé zmény prostfedi. Alternativami k ni jsou
napfiklad sporulace nebo motilita. VSechny tyto procesy jsou obvykle

charakterizovany jako souvisejici s pozdni exponencialni &i stacionarni fazi. To
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jakého typu zmény prostfedi jsou uréuje typ odpovédi.

Obecna stresova odpovéd je spousténa celou fadou stimull mezi nez patfi jak
nutricni podminky, hladovéni na glukézu, fosfat Ci kyslik, tak fyzikalni a
chemické stresy, jako je stres teplotni, etanolovy, osmoticky, oxidacni, kysely Ci

po pfidani nékterych antibiotik (Boylan et al 1993, Benson a Haldenwang 1993).

Geny fizené obecnou stresovou odpovédi dosahuji po¢tu vice nez 150 a jsou
soucasti o® regulonu. Mezi tyto geny patfi také v nasi laboratofi zkoumany gen
yxkO (Petersohn et al. 2001). U vétsiny z nich neni dosud znama jejich funkce a
lépe popsanych je pouze asi 20 z nich. Ze znamych dat zatim vypliva, ze se
jedna prfedevSim o proteiny jednak zprostfedkovavajici ochranu pred
posSkozenim DNA a proteind, jednak aktivujici opravné mechanizmy. Ziskana

rezistence bunék je nespecificka a preventivni (Hecker et al. 2007).

2.5 Vliv laboratorni domestikace na vlastnosti bakterialnich kmenu

Vyznamna Cast védeckého badani se provadi na modelovych organizmech jako
je napfiklad Bacillus subtilis 168. DnesSni mikrobiologické pfistupy z velké Casti
spoléhaji na tvorbu mutantu. Principem je, Ze mame dva jedince, pfipadné dvé
populace, daného organizmu, které se ovSem liSi definovanym zasahem do
genetického materialu jednoho z nich. Tento pfistup zahrnuje rozlicné metody
manipulaci od selekce zadanych mutantl pres nejruznéjsi typy kultivaci po
upravy modelovych organizmi pro zjednodusSeni jejich studia. Dlouho byl
opomijen ziejmy fakt, Zze takové laboratorni manipulace se studovanymi
organizmy, jejich dlouhodobé pouzivani a upravy vedou ke zméné jejich
vlastnosti. V zasadé jde o to, Ze biologické modely, které véda studuje se
CasteCné vzdalily pfirozenému stavu v pfirodé a pfi jejich zkoumani vyvstava
nebezpecli ztraty relevantnosti takto ziskanych dat. Pfi dneSnich mozZnostech je
nemozné provadét studium genetiky, fyziologie ¢i biochemie mikroorganizmua v
jejich pfirozeném prostredi, tudiz je laboratorni domestikace problém, kterému

se vyhnout neni mozné, ale akceptovat jeho pfitomnost je jisté vhodné.
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Domestikace laboratornich kmenl je vysledkem dlouhodobé selekce
prostfedim. Jde o ukazku evoluce v praxi, nicméné je to stav nezamysleny a
neplanovany. Oproti tomu ALE (Adaptive Laboratory Evolution) studie
zamyslené jsou, a i kdyz nejsou primarné cilené na problematiku domestikace
modelovych mikroorganizmd, jejich vysledky vrhaji svétlo na evoluéni procesy,
které k domestikaci vedou. Pfedmétem zajmu téchto studii je zejména
Escherichia coli. NejdelSi studie maji rozsah az 40 000 generaci (Barrick et al.
2009), béhem nichz jsou bakterie kultivovany za definovanych podminek, v
pravidelnych intervalech odebirany vzorky k sekvenaci kompletniho genomu a
vysledky jsou poté porovnany. Obvykle jsou bakterie pfi téchto pokusech
péstovany nékterym typem bézné laboratorni kultivace, nejCastéji v tekutém

mineralnim médiu s glukozou.

Mutace, ke kterym béhem takovéto dlouhodobé kultivace dochazi, jsou v
nejvétsi mife zamény nukleotidu, velka ¢ast také pfipada na delece, nejméné
Casté mutace potom predstavuji inzerce a pfeskoky inzerCnich sekvenci
(Conrad et al. 2011). Mutace vytvareji variabilitu v ramci populace, coz je
zakladni podminkou pfirodniho vybéra. Koneéné vysledky téchto mutaci mohou
byt rizné a zalezi samoziejmé na selektivité prostredi, jaké mutace udéli svym

nositelim vyhodu.

Estelle Crozat se svymi kolegy provedla pokus, pfi kterém ve 12 paralelnich
populacich kultivovali po 20 000 generaci na mineralnim médiu s glukézou
Escherichia coli. Tato studie byla zamérfena na topologii DNA a jejim vysledkem
bylo skuteCné zjisténi zmény topologie DNA, konkrétné zvySovani jejich
negativnich nadobratek, u vétSiny z kmenu. U studovanych kmenu byly zjistény
mutace v genech ftopA a fis, jez hraji roli v kontrole poctu nadobratek DNA.
Zména topologie DNA, ktera hraje roli napfiklad v reakci na zmény nutriCnich
podminek, je tedy zjevné jednou z adaptaci na dlohodou selekci (Crozat et al.
2005). Dal8i adaptivni zmény mohou zasahovat ruzné regulacni drahy, jako
napfiklad regulaci porinu OmpF pomoci Fis (Crozat et al. 2011), regulaci
velikosti buriky a syntézu peptidoglykanu a komponet bunééné stény (Stanek et
al. 2009). Kromé syntézy peptidoglykanu mohou byt ovlivnény také penicilin

vazebné proteiny PBP (Philippe et al. 2008). VétSina adaptaci se pfi téchto
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dlouhodobych experimentech (20 000 generaci a vic) objevuje v nejvyssi mife
béhem prvnich 2 000 generaci. Tyto adaptace se vztahuji k pFisluSnym
kultivaCnim podminkam a jak pro tyto podminky mohou byt vyhodné, tak v
jinych mohou veést k ztraté Zivotaschopnosti. Tento princip se v evolucni biologii
nazyva trade-off, uplatfiuje se pfi ném jak pfimy vliv adaptacnich mutaci, kdy
napfiklad pfizplsobeni se jedném podminkam je spojeno s neschopnosti rast v
jinych (pf. teplotni optima enzymu), tak nepfimy vliv ztratovych mutaci, které
neovlivni Zivotaschopnost v jednom prostfedi, v jiném naopak zpUsobi jeji
znacny pokles. Prikladem takového trade-off mohou byt pokusy s teplotni
adaptaci, kdy adaptace k ristu pfi 20°C vedla k snizené Zivotaschopnosti rastu
pfi 40°C (Bennett a Lenski 2007). Laboratorni domestikace je prikladem takové
dlouhodobé adaptace, kdy se bakterie postupné pfizpusobuji kultivaénim

podminkam a zaroven ztraci vlastnosti, které v nich nejsou potfebné.

Pri studiu Bacillus subtilis, ale i jinych druhd, se staly Casem zjevné rozdily mezi
standartnimi laboratornimi kmeny a Cerstvymi pfirodnimi izolaty. Pfirodni izolaty
vykazuji fadu na prvnich pohled patrnych fenotypovych vlastnosti, které nejsou
u laboratornich kmenu patrné nebo jsou daleko méné vyvinuté. Mezi takové
vlastnosti patfi komplexni architektura rostoucich kolonii, schopnost pohybovat
se pomoci swarmingu a tvofit biofilm. Stoji za poznamku, ze vSechny tyto
pfiklady jsou ukazkou socialnich interakci bakterii, kdy se bakterie nechovaji

jako jedinci, ale jako populace (Aguilar et al. 2007).

PFfi porovnani domestikovanych kmend s kmeny divokymi je pfi rastu na

pevném meédiu vidét znacny rozdil v komplexnosti stavby kolonii (Obr. 9).

prostorovym usporadanim.

37



Undomesticated Domesticated

E. coli

P. aeruginosa B

B. subtilis

Current Opinion in Microbiology

Obr. 9. Srovnani morfologie kolonii divokych a domestikovanych
kmenu E.coli, P. aeruginosa a B. subtilis. (pfevzato z Aguilar et al.
2007)

Na povrchu takovychto kolonii u Bacillus subtilis vznikaji tzv. anténové structury
(aerial structures) nékdy také pojmenované jako plodnice (fruiting bodies) v
souvislosti se zjiStenou mistni lokalizaci preferencni tvorby spér v ramci kolonie
(Branda et al 2001, Veening et al. 2006). Dulezitou roli pro tvorbu téchto
komplexnich kolonii hraji ven z buriky produkované latky tvofici extracelularni
matrix, zejména exopolysacharidy a lipoprotein surfaktin, ktery se také ucastni
swarmingu. Mutace, které souvisi se ztratou tohoto fenotypu u laboratornich
kmen( byly lokalizovany do genu syntézy surfaktinu sfp a srfAA, ale také do
dalSich genu regulujicich bunééné interakce pfi tvorbé biofilma yveQ, yveR a
spoOH (Branda et al. 2001) (obrazek 10).

Obr. 10. Lokalizace sporulujicich bunék do “aerial structures”.
Bakterie obsahuji flzi genu lacZ s genem sspE exprimovanym béhem
sporulace. Diky rustu na chromogennim substratu (X-Gal) jsou sporulujici

bufky zbarveny modfe. (pfevzato Branda et al. 2001)
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V ramci swarmingu byly schopnosti tohoto pohybu studovany u
domestikovanych a nedomestikovanych kmenl. Bylo zjiSteno, Ze bézné
laboratorni kmeny jako je Bacillus subtilis kmen 168 nejsou zvétsi ¢asti schopny
swarmingu, a to zejména také kvuli defektim v syntéze surfaktinu (Kearns a
Losick 2003).

0.3% 0.5% 0.7% r:rw:,
agar agar agar
lab strain
(PY79)
lab strain
(168) ' -
wild strain /F\\ »/—\
4 4

Obr. 11. Srovnani schopnosti swarmingu divokého kmenu a
laboratornich kment Bacillus subtilis

Swarming je obvykle studovan na médiich s obsahem 0,7% agaru, pfi
koncentraci pod 0,3% se bakterie zaCinaji pohybovat jako jednotlivé bunky
analogicky k pohybu v tekutém médiu, koncentrace nad 1% agaru naopak

swarming inhibuje. (Pfevzato Kearns a Losick 2003).

Velkou roli v domestikaci a tim ve ztraté fady zejména na urovni populace se
projevujicich vlastnosti hraje dlouhodobé opakované vystavovani bakterii
kultivaci v tekutém meédiu v Cistych kulturach. Bakteriim neudéluji v tomto
prostfedi schopnost swarmingu Ci tvorba komplexné strukturovanych kolonii
zadnou vyhodu a tudiz neni selektovana jejich funkénost a bakterie mohou

akumulovat mutace, které vedou k jejich ztraté.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis 168 (troC2)

standardni divoky kmen, kmen z nasi laboratore

Kmeny ziskané z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA:
Bacillus subtilis SG64 (trpC2 xglA1 xglR1) (1A680)

Kmen odvozeny od Bacillus subtilis 168 s mutaci v genu kédujicim B -

galaktosidazu (Errington a Vogt, 1990).

Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (10A6)
standardni divoky kmen, enviromentalni izolat.
Bacillus subtilis subs. spizizenii TU-B-10" (2A11)

standardni divoky kmen, enviromentalni izolat.

Kmeny pfipravené v nasi laboratofi:

Bacillus subtilis MP2 (trp, pMUTIN4:: yxkO) kmen pfevzany od M. Petrovové

popis viz Petrovova 2010.

Kmeny pfipravené v ramci mé diplomové prace:

Bacillus amyloliquefaciens JTAM (pMUTIN4:: yxkO) popis viz Vysledky kap.
4.2.

Bacillus subtilis subs. spizizenii JTSP (pMUTIN4:: yxkO) popis viz Vysledky
kap. 4.2.

Bacillus subtilis 1A680/Pctc (amy::pctc- lacZ,cat) popis viz Vysledky kap. 4.6.

Bacillus subtilis MP2/Pctc (amy::pctc- lacZ,cat) popis viz Vysledky kap. 4.6.

40



Escherichia coli

Kmeny na pfipravu plazmidovych konstrukt(

Escherichia coli DH5a

(deoR endA1 gyrA96 hsd R17(rk , mk*) recA1 relA1 supE44 thi-1 (lacZYA-arg
F) U169 ®80lacZ M15 F - A -) - vyrobce Clontech

3.1.2 Plazmidy

3.1.2.1 pBGSC6

Plazmid ziskany z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA.
pBGSC6 je jednoduchy integracni vektor pro grampozitivni bakterie. Inzert se
klonuje do multiklonovaciho mista v genu lacZ (B - galaktosidaza). Pfitomnost
inzertu lze detekovat podle zbarveni kolonii transformovanych bakterii na
Petriho miskach s X - Galem nebo McConkey agarem. Plazmid s
naklonovanym inzertem lze transformovat do cilového organizmu a selektovat
transformanty na médiu s chloramfenikolem. Plazmid se integruje homologni
rekombinaci mezi cilovym mistem v chromozému a sekvenci inzertu. pBGSC6
je primarné urCeny pro Bacillus subtilis, ale je transformovatelny i do jinych
grampozitivnich recipientli, ktefi dokazi exprimovat jim neseny gen cat

(chloramfenikol acetyltransferaza).
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Obr. 12. Schéma plazmidu pBGSC6 (prevzato z http://www.bgsc.org/
Catpart4.pdf )

bla - gen kodujici B - laktamazu, selektovatelnou v Escherichia coli
(ampicilin 100 pg/ ml)

cat - gen kodujici chloramfenikol acetyltransferazu, selektovatelnou
jak v Escherichia coli, tak v Bacillus subtilis (chloramfenikol 5 pug/ ml)

lacZ’- gen kodujici a podjednotku B - galaktosidazy
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3.1.2.2 pMUTIN4

Plazmid ziskany z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA. Tento
integracni plazmid je ur€eny pro cilené umlCovani genl. Obsahuje
multiklonovaci misto pro vloZeni inzertu. Diky homologii vioZzeného inzertu se
integruje jednoduchym crossingoverem do studovaného genu mezi jeho
regulacéni a strukturni Cast, ¢imz prerusi jeho funkci. Tento plazmid nese
indukovatelny promotor Pspac, ktery je po integraci viozen pfed strukturni ¢ast
studovaného genu. PFidanim induktoru lze mutaci komplementovat. Navic
pMUTIN4 také dovoluje studium exprese mutovaného genu. Po integraci je
pfirozeny promotor studovaného genu fuzovan s genem lacZ z Escherichia coli
(B - galaktosidaza) s vlozenym ribozom vazebnym mistem genu spoVG z
Bacillus subtilis, coz umozni pomoci stanoveni aktivity B - galaktosidazy urcit
uroven transkripce z tohoto promotoru. Dale také tento plazmid nese geny pro
antibiotikovou rezistenci k ampicilinu (selekce pfitomnosti plazmidu v
Escherichia coli) a k erytromycinu (selekce pfitomnosti integrovaného plazmidu
v Bacillus). Plazmid pMUTIN4 je uréeny primarné pro Bacillus subtilis, ale 1ze ho

pouzit i pro dal§i grampozitivni bakterie schopné pfirozené transformace.
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Obr. 13. Schéma plazmidu pMUTIN4 (prevzato z http://www.bgsc.org/

Catpart4.pdf )
spoVG - lacZ - gen kodujici B - galaktosidazu lacZ z Escherichia coli

s ribozém vazebnym mistem genu spoVG z Bacillus
subtilis.

lacl - gen pro lac represor s pozménénym ribozém vazebnym
mistem pro grampozitivni bakterie.

ori - pocatek replikace v Escherichia coli.

bla - gen kodujici B - laktamazu, selektovatelny v Escherichia coli

(ampicilin 100 pg/ml)
erm - gen kodujici rRNA adenin N-6-metyltransferazu, selektovatelny
Vv Bacillus subtilis (erytromycin 0,3 pug/ml)

Pspac - promotor indukovatelny pomoci IPTG
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Obr. 14. Schéma integrace plazmidu pMUTIN4 do chromozomu

Bacillus subtilis (prevzato z http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf )

K integraci dochazi jednim crossingoverem na zakladé homologie

sekvence vlozeného inzertu a cilovym mistem v chromozomu.
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3.1.2.3 pDG1661

Plazmid ziskany z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA.
pDG1661 je integracni vektor, ktery byl zkonstruovan pro ucely studovani
aktivity promotora Bacillus subtilis. Studovany promotor je vioZzen do
polyklonovaciho mista pfed genem JacZ (puvodem z E.coli) a ribozém
vazebnym mistem genu spoVG Bacillus subtilis. Prfipraveny konstrukt se
integruje do chromozému Bacillus subtilis pomoci dvojitého crossingoveru mezi
fragmenty genu amyE, které obsahuje plazmid pDG16601, a chromozémalnim
genem amyE v Bacillus subtilis. U takto pfipraveného kmenu pak Ize stanovit
miru exprese studovaného promotoru méfenim enzymové aktivity [-

galaktosidazy, tj. produktu genu lacZ.
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Obr. 15. Schéma plazmidu pDG1661 (prevzato z http://www.bgsc.org/
Catpart4.pdf )

spoVG - lacZ - gen kodujici B - galaktosidazu lacZ z Escherichia coli
zfuzovanou s ribozém vazebnym mistem genu spoVG z
Bacillus subtilis.
bla - gen kodujici B - laktamazu, selektovatelny v Escherichia coli
(ampicilin 50 ug/ml).
cat - gen kddujici chloramfenikol acetyltransferazu, selektovatelnou
jak v Escherichia coli, tak v Bacillus subtilis (chloramfenikol 5
Mg/ ml).
spc - gen kédujici spectinomycin adenyltransferazu, selektovatelnou
jak v Bacillus subtilis, tak i v Escherichia coli (spectinomycin

100 pg/ ml).

amyE"..."amyE - 5’a 3’koncovy segment z genu amyE v Bacillus
subtilis 168.
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Obr. 16. Schéma integrace plazmidu pDG1661 do chromozomu

Bacillus subtilis (prfevzato z http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf )

Plazmid se integruje dvojitym crossingoverem do chromozomalniho genu
amyE.
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3.1.3 Primery pro PCR

Nazev Sekvence primeru Restrikéni  Tm4/Tm,
misto (°C)
yxkO-D1F  GCGGAATTCCAAGCTGCATGACTACATTGA EcoRl 61,6/50,5
yxkO-D1R  CCCATCCACTAAACTTAAACATTTTCCTGTCCCT - 65,4/53,7
TTTCTTTTTCAAAC
yxkO-D2F  TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCTGACGGGCATG - 68,4/56,3
ATATTGGGG
yxkO-D2R 'CI';%GGATCCCTATGTATTAATGAAACCGCGTCT BamHI 63,3/55,2
mutinR GGTCGAAAGATCAACATTAAATGTGAGCG - 58,7/45.,6
mutinF GGAATGGATCCTAGCTTCCAAGAAAGAT BamHI 58,5/46,8
yxkOSDF CCCAAGCTTAGGAAAAGAAAGCAGAGGAG Hindlll 61,5/50,5
yxkOR2 CCCCAATATCATGCCCGTCAG - 56,3
ctc_prom_ R TTTAGGATCCCGAGTAAAGTCCGTTCTTTCTT BamHlI 60,5/51,1
ctc_prom_F CATAGAATTCCCATTTTTCGAGGTTTAAATCCTT EcoRI 58,4/48,1
ymye2R  CGTACTGCCTGAACGAGAAGCTA - 57,1

Tabulka 1: Sekvence primert.

Podtrzena ¢ast odpovida restrikEnima mistu primeru, Seda ¢ast sekvenci
komplementarni k templatu.

Tm, - teplota tani celého primeru

Tms, - teplota tani komplementarniho useku.

3.1.4 DNA standardy
« GeneRuler™ DNA Ladder mix, 100 - 10 000 bp (Fermentas)
« Lambda DNA/EcoRI+HindlIll Marker, 3 (Fermentas)
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3.1.5 Enzymy

Nazev Vyrobce
Restrikcni enzymy:

BamHlI Fermentas
Hindlll Fermentas
EcoRI Fermentas
Sall Fermentas
BstEll Fermentas
Pstl Fermentas
Sacl Fermentas
DNA polymerazy:

Tag DNA polymeraza Fermentas
Pfu DNA polymeraza Fermentas
Ostatni:

T4 DNA ligaza Fermentas
Lysozym Fluka
Ribonukleaza A Sigma
Proteinaza K Sigma
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3.1.6 Chemikalie

Nazev Vyrobce
Aceat sodny LACHEMA
Agar OXOID
Agaréza MERCK

B - merkaptoetanol SERVA
CaCl; LACHEMA
dNTP mix (smés deoxyribonukleotidtrifosfatt) FERMENTAS
DNA Loading Dye 6X FERMENTAS
dodecyl sulfat sodny (SDS) SIGMA
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) LACHEMA
Etanol PENTA
Etidium bromid SIGMA
Glukoza LACHEMA
Glycerol SIGMA
HCI LACHEMA
Chloroform LACHEMA
Izopropanol LACH NER
KCI LACHEMA
Krystalova violet LACHEMA
Kvasni¢ny autolyzat OXOID
LiCl BDH
Metanol PENTA
MgCl, BDH

NaCl LACH NER
NaOH BDH
ONPG (o-nitrofenyl-B-D-galakto pyranozid) SERVA
Tris (tris(hydroxymetyl)aminometan) FLUKA
Tryptofan LACHEMA
Triton X100 SERVA
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3.1.7 Komer¢ni sady

+  GeneJET™Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) - izolace plazmidové
DNA

«  GeneJET™Plasmid Miniprep Kit (Sigma - Aldrich™) - izolace
plazmidové DNA

« MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre

Biotechnologies) - izolace chromozémalni DNA

» Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) - izolace DNA z

agardzovéeho gelu

3.1.8 Antibiotika

Nazev Zasobni roztok Vyrobce
Ampicilin 100 mg/ml SERVA
Erytromycin 9 mg/ml FLUKA
Chloramfenikol 34 mg/ml ROTH
Spectinomycin 100 mg/ml FLUKA
Tetracyklin® - Oxoid

*pouzit ve formé antibiotikem napusteného disku pro uréeni minimalni inhibicni

zény.
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3.1.9 Kultivaéni média

Bakterialni kultury byly kultivovany v tekutych mineralnich a komplexnich

meédiich a také na médiich pevnych. Média byla sterilizovana v autoklavu po

dobu 20 minut pfi teploté 120°C a pretlaku vodni pary 0,15 MPa.

PFi pfipravé pevnych médii byl pfidan 2% (w/v) agar, respektive 0,7% (w/v) agar

(u médii pro studium swarmingu).

3.1.9.1 Komplexni médium

LB (Luria - Bertani) médium:

1 % (w/v) trypton
0,5 % (w/v) kvasni¢ny autolyzat
0,17 M NaCl

destilovana voda

pH upraveno na 7,0 pomoci 1 M NaOH a médium sterilizovano

autoklavovanim.

Pro pfipravu pevné pldy po upravé pH pfidano 2 % (w/v) respektive 0,7

% agaru a sterilizovano autoklavovanim.

3.1.9.2 Mineralni média

Pro pfFipravu 1 litru tekutého minéralniho média bylo smichano:

200 ml zasobniho fosfatového pufru

2 ml 0,5 M sterilniho roztoku citronanu sodného

1 ml roztoku MnCl; + ZnSO,

variabilni mnozstvi sterilniho zasobniho roztoku 1 M KCI podle
pozadované konec¢né koncentrace K* iontu.

10 ml 1 % (w/v) sterilniho roztoku tryptofanu

glukéza na konecnou koncentraci 1 % (w/v) ze zasobniho roztoku sterilni
50% (w/v) glukézy
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* doplnéno na objem 1 litru sterilni destilovanou vodou

Zasobni fosfatovy pufr, pH 7:

* 0,26 M NaH.PO. . 2 H,O
0,1 M Na;HPO;, . 2 H,O
0,04 M (NH,4),SO4
2,5ml 0,1 % FeSO, . 7 H,O
« 2mM MgSO, .7 H,O

* Destilovana voda doplnéna do objemu 1 litru a sterilizovano

autoklavovanim

Roztok MnCl, + ZnSO,
e 100 mM MnCl,. 2 H,O
d 10 mM ZnSO4 T Hzo

» destilovanou vodou doplnéno na objem 20 ml. Sterilizovano filtraci.

Pro pfipravu 1 litru pevného mineralniho meédia bylo pouZito:
» Slozka A: 200 ml zasobniho fosfatového pufru
2 ml 0,5 M sterilniho roztoku citronanu sodného
1 ml roztoku MnCl, + ZnSQO,
variabilni mnozstvi sterilniho zasobniho roztoku 1 M KCI podle
pozadované kone¢né koncentrace K* ionta
variabilni mnoZstvi NaCl ze zasobniho roztoku 5 M NaCl

podle pozadované finalni koncentrace

» Slozka B: 2 % nebo 0,7 %(w/v) agar
1 % (w/v) glycerol
10 ml 1% (w/v) roztoku tryptofanu
destilovanou vodou doplnéno do 1 litru v€etné slozky A
Obé slozky byly autoklavovany oddélené a po ¢asteném vychladnuti
smichany.

Pevné médium bylo rozlito do Petriho misek
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3.1.9.3 Média pro pripravu kompetentnich bunék Bacillus subtilis

Médium A
* 81 ml destilované vody
* 10 ml 10x Medium A base

* 9 ml 10x Bacillus salts

Médium B
* 10 ml médium A
* 0,1ml50 mM CaCl, . 2 H,O
* 250 mM MgCl, . 6 H.O

10x Medium A base
* 10 g kvasni¢ny autolyzat
* 2 g kysely hydrolyzat kaseinu
* doplnéno destilovanou vodou do 900 ml a sterilizovano autoklavovanim

* 100 ml 50% glukéza steriizovana filtraci

10x Bacillus salts
* 20 g (NH4):SO.
* 183 g K;HPO, . 3 H,O
* 60 g KH.PO,
* 10 g dihydrat citratu trisodného
« 2gMgSO,.7HO
* doplnéno destilovanou vodou na objem 1000 mi

o sterilizovano autoklavovanim
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3.1.9.4. Média pro pripravu heat shock kompetentnich bunék Escherichia

coli

Médium A
LB médium
10 mM MgSO,
0,2 % glukoza

Médium B (uchovavaci médium)

LB médium

36 % glycerin
12 % PEG 8000
12 mM MgSO,

pH upraveno na 7, sterilizovano filtraci

3.1.9.5 Tuhy krevni agar pro detekci surfaktinu

Ke komplexnimu médiu (kap. 3.1.9.1) s pfidanym agarem pfidano 5 - 10 % (v/v)

krali¢i krve.

3.1.10 Roztoky

3.1.10.1 Roztoky pro stanoveni aktivity B - galaktosidazy

Z pufr:
e 60 mM Na,HPO4 . 7 H,0O

« 40 mM NaH.PO,
« 10 mM KCl
- 1mM MgSO, .7 H,0

50 mM B - merkaptoetanol (pfidan v den pouziti)

Lysozym 2.5 mg/ml

* rozpustén v pufru Z
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ONPG 4.0 mg/ml

* rozpusteno v pufru Z

10 % roztok Tritonu X100

* rozpustén v sterilni vodé

1 M Na,COs

3.1.10.2 Roztoky pro izolaci plazmidové DNA

Roztok | (PEB roztok)
0,6 g Tris
1,8 g glukdzy
0,74 g Na.EDTA

180 ml destilované vody

pH upraveno pomoci 1 M HCI na 8,0 a doplnéno na 200 ml

Sterilizovano autoklavovanim a uchovavano pfi 4°C

Roztok 1l (ALM roztok)
0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS

pfipraveno v destilované vodé

pfipravuje se Cerstvy pred preparaci

Roztok Il (3 M acetat sodny)

81,6 g acetatu sodného

destilovana voda do 200 ml
pH upraveno na 4,8 pomoci ledové kyseliny octové

sterilizovano autoklavovanim a uchovavano pfi laboratorni teploté
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3.1.10.3 Roztok pro horizontalni agarézovou elektroforézu

50x TAE pufr:
36,3 g Tris

8,57 ml ledové kyseliny octoveé

doplnéno destilovanou vodou na objem 135 ml
pfidano 15 ml 0,5 M EDTA

Roztok nanaseciho barevného pufru 6X DNA Loading Dye (vyrobce Fermentas)

1 % (w/v) roztok Etidium bromidu

Priprava gelu (50ml):
1 ml 50x TAE pufru

49 ml destilované vody

variabilni mnoZstvi agarézy podle poZzadované hustoty gelu
smichano a pfivedeno k varu
pridano 2,5 ul 1 % (w/v) Etidium bromidu

3.1.10.4 Roztoky pro barveni bakterii dle Grama

Krystalova violet”

* Roztok A:
krystalova violet 29
etanol 20 ml
* Roztok B:
oxalat amonny 0,8¢g

destilovana voda 80 ml

Smichat oba roztoky.
Lugoliv roztok:

* jod 19
* jodid draselny 29
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e destilovana voda 300 ml

Safranin:
« safranin O 0,25¢
e etanol 10 ml

* po rozpusténi pfidat destilovanou vodu 100 ml

3.1.10.5 Roztoky pro barveni bakterialnich bi¢iku Leifsonovou metodou

Roztok A:

« NaCl 1,59

» destilovana voda 100 ml
Roztok B:

* tannic acid 39

e destilovana voda 100 ml
Roztok C:

» basicky fuchsin (na barveni bi¢ika) 1,2 g

* etanol, 95% 100 ml

Roztoky byly ve stejnych objemech smichany a barvici roztok byl skladovan pfi
4°C.
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3.1.11 Internetové databaze a pocitacové programy

» http://www.bgsc.org/ - stranky Bacillus Genetic Stock Center obsahujici

katalogy bakterialnich kmenu rodu Bacillus a vektort pouzivanych pro
rod Bacillus
* http://bacillus.genome.jp - genomova databaze pro Bacillus subtilis

BSORF

» Chromas - program pro analyzu sekvenacnich dat

» http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ - stranky National Center for Biotechnology

Information obsahujici fadu molekularné biologickych databazi

* http://imqg.jgi.doe.gov/cqi-bin/w/main.cgi - DOE Joint Genome Instituce

nastroje pro srovnani genomd

3.1.12 Pristroje a laboratorni zarizeni

Centrifugy:
CL3R (IEC)
Mikro 20 (Hettich)
Mikro 22 (Hettich)
MiniSpin (Eppendorf)

DU Series 500 Spectrophotometer (Beckman)

Fotoaparat OLYMPUS SP-565UZ
Termostat Memert

Transiluminator TCP- 20- LM

VWR Collection Thermal Cycler DOPPIO
Vzdusna tfepacka NB-205 (N-Biotek)
Zdroj pro elektroforézu EC 250-90
Svételny mikroskop JENAMED 2
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3.2 Metody

3.2.1 Prace s bakterialni kulturou

3.2.1.1 Kultivace na pevném médiu

Bakterie byly inokulovany pomoci Spicky sterilniho paratka ¢i vypalenou kli¢kou,
nebo ve formé& bunééné suspenze vysety a rozetfeny “hokejkou” na agarove
pudy v Petriho miskach s mineralnim nebo komplexnim médiem. Kultivovano v
termostatu pfi 37°C nebo 28°C.

3.2.1.2 Kultivace v tekutém médiu

Bakterialni kmeny byli kultivovany v komplexnim nebo mineralnim médiu v
Erlenmayerovych barkach. Objem média zavisel na potfebném mnozstvi
kultury, kvuli zajiSteni dostateCné aerace ovS8em nepfekraCoval 1/10 objemu
bariky. Kultury byly péstovany pfi 37°C nebo 30°C ve vzdusné tfepalce s

frakvenci 200 - 210 otacek za minutu.

3.2.1.3 Uchovavani bakterialnich kmenu

Kratkodobé byly bakterialni kmeny uchovavany na Petriho miskach pfi 4°C. Pro
dlouhodobé uchovani se bakterie ve formé& suspenze smisili se sterilnim 40%
glycerolem (v/iv) do konecné koncentrace glycerolu 20% (v/v) a byly

uchovavany pfi teploté -70°C.

3.2.1.4 Priprava heat shock kompetentnich bunék Escherichia coli

* Bunky Escherichia coli DH5a z jedné kolonie narostlé na pevném LB
médiu byly inokulovany do 10 ml LB média, za aerace pfi 37°C
kultivovany pfes noc

* 0,5 ml no¢ni kultury naoCkovano do 50 ml média A

» Kultivovano pfi tfepani a teploté 37°C do ODew= 0,3 - 0,4
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» Buriky byly prelity do pfedchlazené 50 ml plastové centrifugaéni
zkumavky a zchlazeny na ledu 20 minut

* Peletovany pfi 1500 RCF pfi 4 °C 10 minut

* Resuspendovany v 0,5 ml média A (pfedchlazeného na ledu)

* Nasledné pfidano 2,5 ml média B

* Rozdéléno po aliquotech 200 pl do mikrozkumavek a uchovavano pfi
-70°C

3.2.1.5 Transformace heat shock kompetentnich bunék Escherichia coli

* Ke kompetentnim bunkam (viz 3.2.1.4) pfidano 100 ng - 1 yg DNA
* Burky inkubovany 20 - 30 minut pfi 4°C

* Inkubovany 1,5 - 2 minuty pfi 42°C

* Inkubovany 5 - 10 minut pfi 4°C

« Pfidan 1 ml LB média

» Buriky inkubovany 40 - 60 minut pfi 37°C (regenerace bunék)

« Zakoncentrovany centrifugaci

* Vysety na Petriho misky s LB médiem a pfisluSnym antibiotikem

« Kultivovany pfi 37°C pres noc

3.2.1.6 Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro transformaci

elektroporaci

1. Bunky Escherichia coli DH5a byly inokulovany do tekutého LB média a
kultivovany pres noc.

2. Z pfes noc narostlé kultury bylo nao¢kovano vytemperované LB médium
o objemu 50 ml na pfibliznou optickou denzitu OD4s, = 0,1.

3. Za aerace a teploty 37°C byla kultura péstovana do ODus, = 0,7 - 0,9.

4. Poté byla kultura zchlazena 20 minut na ledu.

5. Bunky byly sedimentovany centrifugaci pfi 4000 rpm po dobu 10 minut a
pfi chlazeni na 4°C.

6. Pelet byl resuspendovan v 50 ml ledové deionizované vody.

7. Znovu centrifugovano pfi 4000 rpom 10 minut pfi 4°C
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8. Pelet resuspendovan v 25 ml ledové deionizované vody.

9. Znovu centrifugovano pfi 4000 rpm 10 minut pfi 4°C.

10.Pelet resuspendovan v 20 ml 10% (v/v) ledového glycerolu.

11. Centrifugovano pfi 4000 rpm 10 minut pfi 4°C.

12.Pelet resuspendovan v 10 ml 10% (v/v) ledového glycerolu.

13. Centrifugovano pfi 4000 rpm 10 minut pfi 4°C.

14.Pelet resuspendovan v 1 ml 10% (v/v) ledového glycerolu.

15. Kultura rozdélena po 200 ul do mikrozkumavek a uchovavana pfi -70°C.

3.2.1.7 Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli elektroporaci

.V elektroporaéni kyveté smichano 100 ul na ledu rozmrazené suspenze

kompetetnich bunék a 10 ul (cca 100 ng) DNA.

Na elektroporatoru aplikovan pulz o napéti 2,5 kV, odporu 200 Q, pfi
kapacitanci 25 pF.

Do kyvety pfidan 1 ml LB média a obsah kyvety pfenesen do
mikrozkumavky.

Kultivovano pfi 37°C 1 hodinu.

Bunky sedimentovany pfi 13 000 rpm po dobu 10 minut a
resuspendovany v 200 pyl LB média.

Suspenze vyseta na Petriho misku s LB médiem a selekénim

antibiotikem, kultivovano pfes noc v termostatu pfi 37°C

3.2.1.8 Priprava kompetentnich bunék bakterialnich kmenu rodu Bacillus

Pouzity postup z protokolu na strankach http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf

(upraveno):

1.

Kmeny byly vysety na agarové LB pudy a kultivovany pfes noc(18 hodin)
pfi 37°C.
Bakterie byly naoCkovany do 10 ml média A a kultivovany za aerace pfi

37°C. Pribézné méreno ODes

3. Po dosazeni ODgso= 0,5 - 0,6 byly bakterie kultivovany dalSich 90 minut.

Poté bylo 0,05 ml jednotlivych kultur pfeockovano do 0,45 ml

vytemperovaného média B
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5. Kultivovano 90 minut za aerace pfi 37°C.

6. Nasledné byly buriky zcentrifugovany, supernatant odstranén, buriky
resuspendovany na objem 200 pl a pfeneseny do mikrozkumavky s 200
ul 40% glycerolu

7. Uchovavany pfi - 70°C

3.2.1.9 Transformace kompetentnich bunék bakterialnich kment rodu

Bacillus

* Ke kompetentnim bunkam v mikrozkumavce pfidan pfiblizné
1 ug plazmidové DNA.
* Inkubovany 30 minut pfi 37°C
» Pfidan 1 ml LB média
* Inkubace 1 hodinu pfi 37°C
* Vyseto 100 pl kultury na agarovou LB pudu s pfislusnym antibiotikem

» Kultivovano pfes noc pfi 37°C v termostatu
3.2.1.10 Méreni optické denzity bakterialni kultury
Opticka denzita kultury byla pfi kultivaci v tekutém médiu méfena pomoci
spektrofotometru. Pfi vinové délce 450 nm (ODus0) byla méfena opticka denzita

pro rustové kfivky a jiné kultivacni pokusy, pfi vinové délce 595 nm (ODsgs) byla

mérena opticka denzita pro stanoveni aktivity B - galaktosidazy.
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3.2.2 Prace s bakterialni DNA
3.2.2.1 I1zolace chromozomalni DNA

Chromozomalni DNA byla izolovana ze zastupcu bakterialniho rodu Bacillus,
jmenovité z B. subtilis 1A680, B. amyloliquefaciens FZB42 a B. subtilis
spizizenii TU-B-10" pomoci komeréni sady MasterPure™ Gram Positive DNA
Purification Kit. Postupovano dle pfilozeného protokolu. Takto izolovana DNA
slouzila jako templat pro PCR reakce k tvorbé rekombinantni DNA pro pfipravu
mutantl nebo pro ovéfeni spravnosti integrace rekombinantniho plazmidu do

chromozomu recipientniho kmenu.
3.2.2.2 Izolace plazmidové DNA
3.2.2.2.1 Mini preparace plazmidové DNA

Pro ucely analytické, napfiklad po transformaci kompetentnich bunék
Escherichia coli DH5a rekombinantnim plazmidem za ucelem jeho pomnoZzeni,
byla plazmidova DNA izolovana dle protokolu prevzatého z Genetic Analysis of
Pathogenic Bacteria, a laboratory manual; S. R. Maloy. Cold Spring Harbor
Laboratory Press 1996.

Takto izolovana plazmidova DNA byla pouzita pfedevsim pro restrikCni analyzu.

Protokol:
1. Do 2 ml LB média s pfislusnym antibiotikem inokulovana 1 kolonie.
2. Kultivovano za aerace pfi 37°C do saturace kultury (8 hodin az pfes noc)
3. Kultura sklizena centrifugaci v mikrozkumavce pfi 13 000 rpm/30 s.
4. Peclivé odstanén supernatant a buriky resuspendovany v 0,1 ml roztoku
c. L.
5. Pfidano 0,2 ml roztoku €. Il s Ribonukleazou A mirné promichano
pfevracenim zkumavky. Inkubovano na ledu cca 5 minut.
6. Pfidano 0,15 ml roztoku ¢&. Ill, promichano opatrnym pfevracenim
zkumavky.

7. Vznikla srazenina sedimentovana centrifugaci (14 000 rpm/ 5 minut).

65



8. Odebrano 400 pl supernatantu (obsahujici plazmidovou DNA) do Cisté
zkumavky a pfidano 800 pl ledového 96% etanolu.

9. Precipitovano pfi - 20°C minimalné 30 minut.

10. Precipitat sedimentovan centrifugaci 14 000 rpm/ 5 minut.

11.Supernatant odstranén a pelet oplachnut 0,5 - 1 ml 70 % etanolu.

12.Precipitat opét sedimentovan pfi 14 000 rpm/ 2 minuty a odstranén
zbytek etanolu.

13.Pelet suSen na vzduchu 30 minut. Rozpoustén v 50 pl TE pufru zhruba 1
hodinu.

14.Pfidano 50 pl 5 M LiCl a promichano.

15.Inkubovano 10 minut na ledu.

16. Precpitat sedimentovan ventrifugaci 14 000 rpm/ 5 minut.

17.Do Cisté mikrozkumavky odebran supernatant o objemu 100 pl, pfidano
0,2 ml ledového 96% etanolu.

18. Precipitovano minimalné 60 minut pfi - 20 °C.

19. Precipitat sedimentovan centrifugaci 14 000 rpm/ 5 minut.

20.Supernatant odstranén a pelet oplachnut 0,5 - 1 ml 70 % etanolu.

21.Precipitat opét sedimentovan pfi 14 000 rpm/ 2 minuty a odstranén
zbytek etanolu.

22.Pelet susen na vzduchu 30 minut. Rozpoustén v 0,05 TE pufru zhruba 1

hodinu. Uchovavan pfi - 20°C
3.2.2.2.2 Izolace plazmidové DNA pomoci sady Plasmid Miniprep Kit
Plazmidova DNA ve vysoké Cistoté pro dalSi upravy a manipulace byla

izolovana pomoci komeréni sady GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas).

Postupovano podle pfilozeného protokolu.
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3.2.2.3 Cisténi vzorku DNA pomoci sady DNA Extraction Kit

Fragmenty DNA pro klonovani do plazmida byly kvdli odstranéni
kontaminujicich primert po PCR reakci anebo odstepenych koncu po plsobeni
restrikCnich enzymu elektroforeticky separovany a nasledné izolovany pomoci
komercni sady Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) z agarozového

gelu. Postupovano dle pfilozeného protokolu.

3.2.2.4 Cisteni DNA chloroformovou precipitaci

Zjednoduseni metody fenol - chloroformové precipitace DNA pro odstranéni
pufru po restrik€ni reakci nebo po PCR reakci pro naslednou manipulaci.

1. Vzorek DNA nafedén na 200 pl.
Pfidano 200 pl chloroformu.
Vzorek protfepan a odebrana svrchni vodna faze obsahujici DNA.
PFfidana 1/10 objemu LiCl a dvojnasobek objemu 96% etanolu
Precipitovano minimalné 1 hodinu pfi - 20°C.
Centrifugovano 14 000 rpm 10 minut pfi 4°C.

Odstranén supernatant.

© N o o bk~ e D

Vzorek vysusen a resuspendovan v potfebném objemu deionizované

vody.

3.2.2.5 Horizontalni agarézova elektroforéza DNA

Horizontalni agar6zova elektroforéza byla uzivana ke kontrole vysledkd po
izolaci plazmidové nebo chromozomalni DNA, restrikci DNA a PCR. Také k
separaci fragmentd DNA pro urCeni jejich velikosti, koncentrace a odhadu
koncentrace DNA ve vzorku. Koncentrace agarézy byla obvykle 1% (w/v) v
pfipadech kdy byly zadané fragmenty DNA ve vzorku mensSi nez 200 bp byla
pouzita agaroza 2% (w/v). Agaroza byla rozpusténa v 1x koncentrovaném TAE
pufruK vizualizaci DNA byl pouZit roztok 1% (w/v) etidium bromidu, pfidavan 2,5
Ml na 50 ml agar6zového gelu.

Vzorky obsahujici DNA byly smichany s barvicim pufrem a naneseny do jamek

v gelu. Pfi elektroforéze bylo uzivano stejnosmérné napéti o hodnoté zhruba 5
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Vicm?gelu.

3.2.2.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR reakce byly provadény v tenkosténych mikrozkumavkach urenych pro
PCR v PCR cykleru VWR Collection Thermal Cycler DOPPIO.

Slozeni reakéni smési:

Komponenta MnozZstvi
Deionizovana voda doplnéni do objemu 50 ul
10X pufr pro DNA polymerazu 5ul
MgCl; (25 mM) 4 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
pfimy primer (0,1 mM) 1 ul
reverzni primer (0,1 mM) 1 ul
DNA polymeraza 2 jednotky
templatova DNA 200 ng - 1 pg

Smeés byla promichana a stoCena v centrifuze k odstranéni bublinek vzduchu.
Mikrozkumavka byla umisténa do PCR cykleru.

PCR reakce probihala podle programu:

1. pocate¢ni denaturace 94°C 3 minuty
2. 5cykla:

* denaturace 94°C 1 minuta

* nasedani primeru Tm, 0,5 minuty

* syntéza DNA 72°C 1 minuta/1 kbp
3. 30 cyklu:

* denaturace 94°C 1 minuta

* nasedani primeru Tm; 0,5 minuty

* syntéza DNA 72°C 1 minuta/ 1 kbp
4. konecné prodlouzeni 72°C 5 minut
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Po skonCeni programu byla reakéni smés zchlazena na 4°C. V pfipadé
odliSnych teplot tani dvojice primeru pro PCR reakci byla uzita nizsi z dvojice
teplot. Vysledky PCR reakci byly ovéfovany pomoci horizontalni agarézové

elektroforézy.

3.2.2.7 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Restrikce probihala v mikrozkumavce obsahujici restrikEni smés o slozeni:

Komponenta Mnozstvi
Deionizovana voda doplnéni do 20 pl
Pufr pro pfislusny restrikéni enzym 2 ul
Restrikéni endonukleaza 1 - 5 jednotek
Substratova DNA 0,1-1ug

Restrikéni smés byla inkubovana pfi 37°C v termoblo¢ku 1 - 2 hodiny. Po
probéhnuti reakce byla restrikéni endonukleaza inaktivovana dle pokyn(
vyrobce. Vysledky restrikCnich reakci byly ovéfeny horizontalni agarozovou

elektroforezou.
3.2.2.8 Ligace restrikénich fragmentu

Ligace byly provadény v tenkosténych mikrozkumavkach.

Slozeni ligaéni smési:

Komponenta MnozZstvi
Deionizovana voda doplnéna do objemu 20 pl
Pufr pro T4 DNA ligazu 2 ul
St&peny plazmid 0,1-0,5 ug
Inzert s koheznimi konci v dvojnasobném mnozstvi oproti poctu
molekul plazmidu
T4 DNA ligaza 2 jednotky
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Ligace probihala pfes noc v PCR cykleru podle programu:
1. 16°C 50 minut
2. 20°C 3 minuty
3. 24°C 5 minut
4. 37°C 1 minuta

Po skond&eni ligace byla ligaza inaktivovana dle pokyna vyrobce.

Ligacni smési byly transformovany kompetentni buriky Escherichia coli DH5a.
3.2.2.9 Sekvenace DNA
DNA byla sekvenovana v Laboratofi sekvenace DNA (servisni pracovisté PfF

UK). Vzorky k osekvenovani byly pfipraveny dle protokolu na strankach

laboratore: http://web.natur.cuni.cz/~seqglab/ .

Vysledky sekvenace DNA byly analyzovany pomoci programu Chromas.
3.2.3 Stanovéni aktivity B - galaktosidazy
K stanoveni aktivity B - galaktosidazy byl pouzit upraveny protokol vychazejici z

protokolu Y katalogu Bacillus Genetic Stock Center (

http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf )

Kultivace a odbér vzorku:

1. Z tekuté kultury byly do mikrozkumavek odebrany vzorky o objemu 1 - 2
ml. Pfi odbérech byla zaznamenana opticka denzita kultury ODsgs .

2. Vzorky byly centrifugovany rychlosti 15000 rpm po dobu 10 minut.

3. Po dudkladném odstranéni supernatantu byly vzorky neprodlené
zamrazeny v tekutém dusiku a do provedeni stanoveni aktivity B -

galaktosidazy uchovavany pfi - 20°C.

Stanoveni aktivity B - galaktosidazy

1. Vzorky peletd byly resuspendovany v 0,64 ml Z pufru.
2. Poté byl pfidan roztok lysozymu (2,5 mg/ml Z pufru) o objemu 0,16 ml a

vzorky byly zvortexovany.
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Nasledné byly vzorky inkubovany 20 minut v termobloku pfi 37°C a
obcCas promichany

Dale bylo k vzorkum pfidano 8 pl 10% Tritonu X100 a vzorky inkubovany
na ledé 5 minut.

Debris z lyzovanych bunék byl peletovan centrifugaci 15 000 rpm 15
minut.

Supernatant prenesen do zkumavek ve vodni lazni. Temperovan pfi
teploté 30°C po dobu 5 minut.

Pfidano 0,2 ml roztoku ONPG (4,0 mg/ml Z pufru). Inkubovano pfi 30°C
a méren Cas reakce.

Po jemném zezZloutnuti vzorkl byla reakce zastavena pfidanim 0,4 mi 1
M Na,CO;

Zméfena absorbance A4y . Jako blank bylo smichano 0,8 ml pufru Z, 0,4
ml 1 M Na,COsa 0,2 roztoku ONPG.

10. K vypocCtu bunélné koncentrace [ - galaktosidazy (v arbitrarnich

jednotkach) byl pouzit vzorec:
aktivita v Millerovych jednotkach
= (1000 x A4z )/(T(doba reakce v minutach)x ODsgs)

3.2.4 Barveni podle Grama

© © N o g &~ D

. nha podloznim skle bylo v malé kapce vody resuspendovano nepatrné

mnozstvi bakterialni kultury

preparat fixovan protazenim skla plamenem

barveno krystalovou violeti pfiblizné 90 sekund

barvivo slito a okapano opfenim hrany skla o filtracni papir
sklo ponofeno do Lugolova roztoku na 60 sekund
oplachnuto a osuseno filtraCnimm papirem

oplachnuto etanolem, 95%

dobarveno safraninem 80 sekund

oplachnuto vodou a osuseno

Preparaty prohlédnuty svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 1000 krat s imerzi.
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3.2.5 Barveni bakterialnich bi¢iki Leifsonovou metodou

Metoda prevzata z C&lanku Staining, Shape and Arrangement of Bacterial
Flagella (Leifson 1951).

Bakterie, které maji byt barveny, mohou byt kultivovany jak v tekutém, tak na
pevném médiu.

U kultury z pevné pudy je nutné se vyvarovat pfeneseni zbytk( agaru. Barvi se
bud pfimo bakterie z pevné kultury resuspendované v destilované vodé, nebo
po promyti, které se provadi stejné jako u kultury z tekutého média. U

patogennich bakterii se pfidava 5 - 10% formalin.

Pfiprava z tekutého média

1. ke kultufe se pfida 5- 10% formalin (patogenni bakterie), a nafedi se
destilovanou vodou

2. suspenze se zvortexuje a zcentrifuguje, slije se supernatant a zkumavka
vyplachne od jeho zbytkl destilovanou vodou

3. pfida se 1 - 2 ml destilované vody a bakterie se resuspenduji

4. suspenze se zvortexuje a zcentrifuguje, slije se supernatant a zkumavka
vyplachne od jeho zbytkd destilovanou vodou

5. resuspendovat v 1 - 2 ml vody, a zfedit na fidkou suspenzi, koone¢na
suspenze by mela byt sotva znatelné zkalena

6. k neutralizaci kyselého formalinu je dobré pfidat hydroxid sodny

Pfiprava podloznich skel:

Cista a odmasténa podlozni sklika jsou pro dobré barveni esencialni. D& se
pouzit koncentrovana kyselina sirova saturovana dichromanem draselnym.
Pfipravi se koncentrovany roztok dichromanu a ten se rozfedi kyselinou. Pfi
pokojové teploté muze cCisténi skliek trvat nekolik dni az tyden, pfi 70-80°C
staCi nechat pres noc. VycCisténa sklicka je nutné dukladné omyt nejprve vodou
z kohoutku a pak destilovanou (odstranéni kyseliny). Pak se sklicka susSi na
Cistém povrchu.

Pfed samotnym pouzitim se sklicko protahne plamenem a necha vychladnout.
A poté je na né& nanesena suspenze bakterialni kultury, ktera se necha

zaschnout.
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Barveni preparatu:

Sklicka jsou umisténa na rovnou podloZzku a je na né naneseno po 1 ml
barviciho roztoku na kazdy preparat. Barvivo se necha pusobit 5 - 15 minut,
kratSi dobu pfi Cerstvém barvicim roztoku, teplém roztoku, vysoké okolni

teploté, pfi prdvanu nebo tenké vrstvé barviva. Poté se sklicko neprodlené

oplachne vodou.
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4. VYSLEDKY

4.1 Priprava mutantniho kmenu Bacillus subtilis s in frame deleci genu
yxkO

Cil: Pripravit mutantni kmen s kompletni in frame deleci genu yxkO

pomoci rekombinantniho plazmidu pBGSC6-yxkO.

K doplInéni a potvrzeni pfedchozich vysledk( ziskanych studiem mutantnich
kmenu s prerusenym genem yxkO pomoci integraéniho plazmidu pMUTIN4,
Bacillus subtilis MP2 (viz Petrovova 2010) a Bacillus subtilis ES091 (viz
Streitova 2010), bylo se rozhodnuto vytvofit mutanta s deleci genu yxkO
odvozenou od kmenu Bacillus subtilis 168. Ugel tvorby tohoto mutanta bylo
ziskani kmenu se zcela odstranénym genem yxkO, u kterého by bylo mozno
vyloucit jakoukoliv potencialni rezidualni funkci pferuseného genu. Pouziti
metody pfesnych in frame deleci (bez posunu c¢teciho ramce) by také
vyluCovalo pfipadny polarni efekt inzeréni mutace na okolni geny (Link et al.,
1997).

4.1.1 Priprava rekombinantniho plazmidu pBGSC6-yxkO

V prvni fazi pfipravy rekombinantniho plazmidu byly pomoci PCR reakce (kap.
3.2.2.6) vytvoreny dva kratké DNA fragmenty D1 a D2 odpovidajici sekvenéné
oblastem ohraniCujicim gen yxkO v genomu Bacillus subtilis 168. Ze spojeni

téchto fragmentd nasledné vznikl fragment obsahujici deleci genu yxkO.

Fragment D1 byl vytvofen s pomoci dvojice primeri yxkO-D1F a yxkO-D1R,
fragment D2 s pouZitim primerd yxkO-D2F a yxkO-D2R. Primery yxkO-D1R a
yxkO-D2F obsahovaly na 3" respektive 5 konci vzajemné komplementarni
pfesahy, slouzici k naslednému spojeni vzniklych PCR fragmentl. Primery
yxkO-D1F a yxkO-D2R obsahovaly nastavce s restrikEnimi misty pro viozeni
vysledného fragmentu do klonovaciho vektoru. Pro PCR reakci byla pouzita Pfu
DNA polymeraza, ktera na rozdil od Taqg DNA polymerazy nepfidava na 3’

konci adenin navic, coz by v tomto pfipadé interferovalo s tvorbou presné
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delece bez posunu ¢teciho ramce. DalSi vyhodou Pfu DNA polymerazy je také

nizsi frekvence chybovosti diky jeji 3'- 5 exonukleazové aktivité.

Po elektroforetické separaci a izolaci fragmentd D1 a D2 z agarézového gelu
(kap. 3.2.2.3) bylo provedeno druhé PCR, probihajici ve dvou stupnich. V
prvnim kroku byly smichany fragmenty D1 a D2, které se po denaturaci diky
komplementarnim pfesahim spolu spojily a v nasledujici reakci byly takto
vzniklé molekuly doplnény na dvojvlaknovou DNA a vznikl cilovy fragment
nazvany yxkO-DEL. V druhé fazi PCR reakce byly pfidany vnéjsi primery yxkO-
D1F a yxkO-D2R, z nichz doslo k amplifikaci fragmentu yxkO-DEL.

D1 D2

_> yxkO _.>
N a\\
AN 7 ~ N
~ ~
e ~
~ ~
~ ~
e ~
// \\
xkO-D2F
7 N\ yxkO-D1F S e
N AY
A\— \N

yxkO-D1R \ yxkO-D2R \

l Spojeni D1 a D2 + amplifikace l
¥yxkO-D1F  ; s kO-D1F a yxkO-D2R
? T

—>

# yxkO-D2R

Zadany produkt s deleci genu yxkO

v

Klonovani do vektoru

Obr. 17. Schéma pripravy fragmentu yxkO-DEL.

Cervené oznadeny nastavce primeru s restrik&nimi misty.

Modfe oznaceny komplementarni sekvence primeru pro spojeni fragmenti
D1 aD2.

Fragment yxkO-DEL byl nasledné elektroforeticky separovan a podroben
restrikcim enzymy BamH| a EcoRI (kap. 3.2.2.7), mezi nimiZz byl precistén
chloroformovou precipitaci (kap. 3.2.2.4). Tim vznikly kohezni konce pro

klonovani do plazmidu, ktery byl Stepen stejnou dvojici restriktaz. Poté byl
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rozStépeny plazmid s fragmentem yxkO-DEL ligovan pusobenim T4 DNA ligazy
(kap. 3.2.2.8). Liga¢ni smési byly nasledné pomoci elektroporace
transformovany bunky Escherichia coli DH5a (kap. 3.2.1.7), které byly poté
vysety na LB Petriho misku s ampicilinem (100 pg/ ml).

Petriho misky byly inkubovany pfi 37°C pfes noc. Bohuzel na miskach
nevyrostla ani jedna kolonie transformovanych bakterii. Transformace
elektroporaci byla nékolikrat zopakovana. Byla ovéfena viabilita pouzivanych
bunék i jejich schopnost pfijmout cizi DNA (prazdny plazmid pBGSC6), v obou
pfipadech s kladnym vysledkem. OvSem transformace ligacni smési byla
nadale neuspésna. Proto bylo rozhodnuto pouzit transformaci teplotnim Sokem
(Heat shock)(kap. 3.2.1.5). BohuZzel rovnéz tato metoda nepfinesla pozitivni
vysledek. Podafilo se ziskat nékolik transformantd, u nichz ovSem nebyl po
izolaci plazmidové DNA (kap. 3.2.2.2.1) nalezen hledany rekombinantni

plazmid.
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4.2 Priprava kment rodu Bacillus s prerusenim genu yxkO

Cil: Pomoci rekombinantniho plazmidu pMUTIN4-yxkO pripravit sadu
mutantnich kmend rodu Bacillus s prerusenim genu yxkO liSicich se

genetickym okolim tohoto genu a také urovni laboratorni “domestikace’.

Po neuspésné pfipravé deleéniho mutanta v genu yxkO, byl zvolen alternativni
postup. Misto testovani projevu kompletni delece genu yxkO v mutantnim
kmenu odvozeném od kmenu Bacillus subtilis 168 bylo rozhodnuto pfipravit
mutantni kmeny s disrupci genu yxkO plazmidem pMUTIN4 u dalSich druhu
rodu Bacillus. Byl vybran kmen liSici se bezprostfednim okolim genu yxkO
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (10A6) a kmen blizce pfibuzny puavodnimu
studovanému kmenu Bacillus subtilis 1A680 liSici se od néj mirou takzvané
“laboratorni domestikace” kmen Bacillus subtilis subs. spizizenii TU-B-10"
(2A11) predstavujici Cerstvy environmentalni izolat ze Saharské pousté
(srovnani kmena viz kap. 4. 5.). Tento vybér dovolil porovnat projev disrupce
yxkO v zavislosti na relativni domestikaci kmenu a na rozdilném genetickém

pozadi.

4.2.1 Priprava rekombinantniho plazmidu pMUTIN4-yxkO

Konstrukt pMUTUN4 - yxkO byl pfevzat z pfedchozi prace Elisky Streitové
(detailni popis viz Streitova 2010).

Prevzaty konstrukt byl namnozen transformovanim do kompetentnich bunék
Escherichia coli (kap. 3.2.1.5). Z vybranych pfes noc narostlych kolonii, které
byly zaroven oznaCeny a precarkovany na novou Petriho misku, byla nejprve
izolovana metodou minipreparace plazmidova DNA (kap. 3.2.2.2.1) a
porovnana s prazdnym plazmidem pMUTIN4 pomoci restrikCni analyzy enzymy
Pstl a Sacl (kap. 3.2.2.7) . Nasledné po ovérfeni, Ze se jedna o zadany konstrukt
byl z vybranych pfeCarkovanych kolonii, po namnozeni bakterii v tekuté kultufe,
izolovan tento plazmid pomoci komeréni sady GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas) (kap. 3.2.2.2.2).
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4.2.2 Transformace kmenu rodu Bacillus rekombinantnim plazmidem

Vyizolovanym rekombinantnim plazmidem byly transformovany pfipravené
kompetentni buriky (kap. 3.2.1.8 a 3.2.1.9) kmenu Bacillus amyloliquefaciens
FZB42 (10A6) a Bacillus subtilis subs. spizizenii TU-B-10" (2A11).
Transformované bunky byly vysety na Petriho misky s LB médiem a

erytromycinem (0,3 pg/ml) a kultivovany pfes noc pfi 37°C.

4.2.3 Ovéreni integrace rekombinantniho plazmidu do chromozomu

recipientnich kmen

Z narostlych kolonii bylo nékolik vybrano, oznaeno a roz€arkovano na nové
agarové pldy s erytromycinem (0,3 pg/ml). Z vybranych kolonii byly
naoCkovany tekuté nocni kultury a z nich pomoci komeréni sady MasterPure™
Gram Positive DNA Purification Kit nasledné izolovany vzorky
chromozomalnich DNA (kap. 3.2.2.1). Vyizolovana chromozomalni DNA byla
pouzita jako templat pro PCR reakci (kap. 3.2.2.6) k ovéfeni integrace
rekombinantniho plazmidu do chromozému transformovanych kmenu. Byly
pouzity dvojice primerd mutinR/yxkOSDF a mutinF/yxkOR2. Mutantni kmen
odvozeny od kmenu Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (10A6) byl pojmenovan
JTAM a mutantni kmen odvozeny od kmenu Bacillus subtilis subs. spizizenii
TU-B-10" (2A11) byl pojmenovan JTSP. K transformovanym kmenim byl
pfibran i kmen MP2 odvozeny od Bacillus subtilis 1A680, pfipraveny jiz dfive
Mirkou Petrovovou nesouci také preruSeni genu yxkO plazmidem pMUTIN4
(Petrovova 2010). | z kmenu MP2 byla izolovana chromozomalni DNA a

ovéfena pfitomnost integrovaného plazmidu pMUTIN4 v genu yxkO.
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Obr. 18. Ovéreni integrace pMUTIN4 do chromozémi kmena JTSP,
MP2 a JTAM

A - JTSP: ovéfeni PCR reakci z primerd mutinR a yxkOSDF, zadany
produkt o délce 850 bp oznacen modrou Sipkou.

B - MP2: ovéfeni PCR reakci z primerd mutinR a yxkOSDF, zadany
produkt o délce 850 bp oznacen modrou Sipkou.

C - JTAM: ovéfeni PCR reakci z primerd mutinF a yxkOR2, zadany

produkt o délce pfiblizné 600 bp oznaten modrou Sipkou.

Spravnost integrace byla jeSte ovéfena sekvenaci (kap. 3.2.2.9).

Pyxko Pinduc.
yxkOSDF muth
| — swemy —— ko ——
<R %RZ
pMUTIN4 chromozém
B. subtilis

Obr. 19. Schéma integrace plazmidu pMUTIN4 do genu yxkO v
chromozému Bacillus subtilis.

Za prirozenou regulacni oblasti genu yxkO obsahujici promotor Pyo je
pfifazen gen pro B - galaktosidazu (lacZ), ktery umoznuje studium aktivity
tohoto promotoru. Strukturni &ast genu yxkO je pak pod kontrolou
indukovatelného promotoru Pig.. Cernymi Sipkami jsou znazornény

nasedaci mista primeru pouzitych pro ovéfeni integrace do chromozému.
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4.3 Studium fyziologickych vlastnosti mutantnich a divokych kmeni

Cil: Porovnat fyziologické a morfologické vlastnosti mutantnich kmeni s
prerusenim genu yxkO B. subtilis subtilis 1A680, B. subtilis subsp. spizizenii

2A11 a B. amyloliquefaciens 10A6 a kmenut od nichz byly odvozeny.

4.3.1 Rist na pevném médiu

V pFedchozich pracich provedenych v nasi laboratofi byl pfi kultivaci na
pevnych médiich pozorovan rozdil rustovych vilastnosti mezi divokymi kmeny a
od nich odvozenymi kmeny s mutaci v genu yxkO. Rozdil byl znatelny zejména
na mineralnim médiu v hyperosmotickych podminkach a za limitni koncentrace
draselnych iontd, kdy mutantni kmen oproti divokému vykazoval pomalejsi rust
(Ulanova 2007, Streitova 2010, Petrovova 2010).

Pro srovnani rustovych vlastnosti kolonii mutantnich kmenu B. subtilis
subtilis MP2, B. subtilis subsp. spizizenii JTSP a B. amyloliquefaciens JTAM s
kmeny divokymi B. subtilis subtilis 1A680, B. subtilis subsp. spizizenii 2A11 a B.
amyloliquefaciens 10A6 bylo pouzito pét druht pevnych médii:
* komplexni médium LB
* mineralni médium K 0,5 obsahujici 0,5 mM koncentraci draselnych ionta
* mineralni médium K 0,5 obsahujici 0,5 mM koncentraci draselnych iontu,
s pridavkem 0,5 M NaCl

* mineralni médium K 10 obsahujici 10 mM koncentraci draselnych iontu

* mineralni médium K 10 obsahujici 10 mM koncentraci draselnych iontd,
s pfidavkem 0,5 M NaCl

Bakterialni kmeny byly kultivovany v LB médiu pfi 37°C do optické denzity
OD45=0,2. Nasledné byly bakterialni kultury nafedény 100x destilovanou
vodou. Nafedéné kultury byly nakapany po 10 pl v triplikatech na Petriho misky
s pevnymi meédii a inkubovany pfi 37°C v termostatu.

Po 24 hodinach byly narostlé kolonie porovnany a fotograficky

zdokumentovany.
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Kone. K
(mM) 0,5 0,5 10 10 LB

+0,5 M MNacCl +0,5 M Nacl

Obr. 20. Srovnani rustu mutantniho a divokého kmenu B. subtilis

1A680 na pevhém médiu po 24 hodinach.

e | 05 |05 |10 |10 LB

+0,5 M MNacl +0,5 M MNacl

Obr. 21. Srovnani rastu mutantniho a divokého kmenu B.
amyloliquefaciens 10A6 na pevhém médiu po 24 hodinach.

+0,5 M MNacl

Obr. 22. Srovnani rustu mutantniho a divokého kmenu B. subtilis

subsp. spizizenii 2A11 na pevném médiu po 24 hodinach.
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U mutantniho kmenu MP2 byl oproti divokému kmenu 1A680 pozorovan
celkové snizeny rust nejvice znatelny za podminek limitujici koncentrace
drasliku spojené s osmotickym Sokem a rovnéz za podminek nelimitujici
koncentrace drasliku spojené s osmotickym Sokem.

Mutantni kmen JTAM se projevoval obdobné jako kmen MP2 sniZzenym ristem,
ktery byl nejpatrnéjSi rovnéz za podminek osmotického Soku na médiich jak s
limitujici, tak nelimitujici koncentraci draselnych iontu.

Naopak u mutantniho kmenu JTSP odvozeného od Eerstvého pfirodniho izolatu
B. subtilis subsp. spizizenii 2A11 nebyly pozorovany zadné vétsi rozdily v rastu
oproti kmenu divokému od néjz byl odvozen.

Bakterie byly dale inkubovany v termostatu pfi 37°C a znovu fotograficky

zdokumentovany po 72 hodinach od naockovani na Petriho misky.
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Emen +0,5 M Nacl +10,5 M Nacl

1A680

MP2

Obr.23. Srovnani rustu mutantniho a divokého kmenu B. subtilis

1A680 na pevném médiu po 72 hodinach.

Kone K&
wn | 0,5 | 0,5 |10 10 LB
Kmen +10,5 M Nacl +10,5 M Nacl

Obr. 24. Srovnani rustu mutantniho a divokého kmenu B.

amyloliquefaciens 10A6 na pevhém médiu po 72 hodinach.

(mM) 0,5 0,5 10 10 LB

+ 0,5 M MNacCl

Obr. 25. Srovnani rustu mutantniho a divokého kmenu B. subtilis

subsp. spizizenii 2A11 na pevném médiu po 72 hodinach.
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Po 72 hodinach nebyl pozorovan mezi koloniemi mutantniho kmenu MP2 a
divokého kmenu 1A680 znatelny rozdil. Plvodni rozdil velikosti a bunécné
hustoty kolonii znatelny po 24 hodinach nebyl patrny.

U kolonii kment JTAM a 10A6 byl vysledek obdobny s tim rozdilem, Ze na
médiu s limitujicim draslikem a osmotickym Sokem si mutantni kmen JTAM
udrzel ponékud subtilnéjsi fenotyp.

Kmeny 2A11 a JTSP pak jiz nevykazovaly zadny viditelny rozdil. U téchto
kmenl doSlo také k rozvinuti komplexni architektury kolonii typické pro z
prostfedi Cerstvé izolované kmeny rodu Bacillus. Pfesna funkce struktur na
povrchu takovychto kolonii neni znama predpoklada se, Ze jde o preferenéni

mista tvorby spor.

4.3.2 Citlivost k tetracyklinu

Cil: Porovnat citlivost k tetracyklinu divokych kment rodu Bacillus a od

nich odvozenych mutantnich kmenut s prerusenim genu yxkO.

Schopnost antiporteru TetA(L) transportovat draselné ionty a jeho role v
zivotaschopnosti bakterii za limitujici koncentrace draselnych ionti (Wang et al.,
2000) byla motivaci otestovat resistenci k tetracyklinu u mutantnich kmenut s
prerusenim genu yxkO.

inhibi¢ni koncentrace tetracyklinu na mineralnim médiu K 0,5 u mutantniho
kmenu MP2 s pferusenim genu yxkO oproti kmenu divokému (Petrovova 2010).
Proto bylo rozhodnuto studovat u pfipravenych mutantnich kmend miru
resistence k tetracyklinu metodou méreni Sifky inhibicnich zon.

Bakterialni kmeny byly kultivovany v tekutém LB meédiu do optické denzity
ODuso= 0,4, poté byly suspenze kultur naoCkovany a rovnhomérné rozetfeny na
agarové pudy. Doprostfed kazdé z Petriho misek byl neprodlené umistén disk
napustény tetracyklinem. Po 24 hodinové kultivaci byly zméfeny Sifky
inhibi¢nich zén (Tabulka 2).
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1A680 MP2 10A6 JTAM 2A11 JTSP

LB 24 2,5 3,2 3,6 4,2 4,5
K10 24 2,5 4 4,5 4,2 4,5
K 10 + NaCl 24 29 4,5 4,8 4,5 4,2
KO0,5 2,2 2,8 4 4,5 4,5 4
K 0,5 + NaCl 2,2 3,2 4,5 4,5 4,5 4,2

Tabulka 2. Sifka inhibiénich zén citlivosti k tetracyklinu.

Sitka inhibi¢nich zén v cm.

4.3.3 Rast v tekutém médiu s limitni koncentraci drasliku a pfi

osmotickém Soku

Pfi ristu na pevném médiu byl pozorovan rozdil v ristovych vlastnostech
mutantnich kmenu oproti kmenUim divokym, a to zejména na mineralni médiu s
limitujici koncentraci draselnych iontl a za osmotického Soku (viz kap. 4. 3. 1.)).

Studium rastu v tekutém médiu mélo za ukol komplexnéji popsat tento rozdil.

Bakterialni kmeny byly vyoCkovany na Petriho misky s LB médiem a pfi 37°C
kultivovany v termostatu pfes noc. Z pévného média byly kmeny inokulovany do
vytemperovaného tekutého LB média a inkubovany za aerace pfi 37°C do
optické denzity OD45=0,4 - 0,6. Po té byly kultury pfeoCkovany na optickou
denzitu ODu4s=0,1- 0,2 do vytemperovaného mineralniho média K 0,5 s
koncentraci draselnych iontl rovnou 0,5 mM a kultivovany pfi 37°C. Po
dosazeni optické denzity OD45=0,4 - 0,6 byl kazdy kmen pfeoCkovan do dvou
Erlenmayerovych banék s vytemperovanym mineralnim meédiem K 0,5. Kmeny
byly paralelné kultivovany do optické denzity OD4s0=0,4, kdy byla jedna ze dvou
kultivaci vystavena osmotickému Soku pfidanim NaCl na koncentraci 0,5 mol/l.
V pravidelnych intervalech byla méfena opticka denzita kultur a z provedenych
mérfeni sestavena rustova kfivka. Média pro mutantni kmeny navic obsahovala

erytromycin (0,3 pg/ml).
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Obr. 26. Rustové krivky Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a JTAM
Legenda:
« Cervené - rastova kfivka kmenu Bacillus amyloliquefaciens 10A6 (wt)
bez vystaveni osmotickému Soku
» zelené - rlstova kfivka kmenu Bacillus amyloliquefaciens 10A6 (wt)
vystavéného pfiblizné v ODsso= 0,4 (oznaCeno cernou Sipkou)
osmotickému Soku pfidanim roztoku 5 M NaCl na koncentraci 0,5
mol/l.
* modfe - rustova kfivka kmenu Bacillus amyloliquefaciens JTAM (mut)
bez vystaveni osmotickému Soku
» Zluté - rastova kfivka kmenu Bacillus amyloliquefaciens JTAM (mut)
vystavéného pfiblizné v ODuso= 0,4 (oznaCeno cCernou Sipkou)
osmotickému Soku pfidanim roztoku 5 M NaCl na koncentraci 0,5

mol/l.

PFi srovnani kinetiky rastu divokého kmenu Bacillus amyloliquefaciens 10A6 s
od nim odvozenym mutantnim kmenem JTAM s disrupci genu yxkO byl patrny

rozdil zejména v lag fazi rastové kfivky. Oproti divokému kmenu jehoz lag faze

86



po naockovani do Cerstvého média trvala zhruba 200 minut se u kmenu
mutantniho prodlouzila az na trojnasobek. Stejné tak byla u mutantniho kmenu
trojnasobna i lag faze po vystaveni osmotickému Soku. V rastovych rychlostech
se mutantni kmen a divoky pfiliS neliSily. Tyto zjiSténi koreluji s pozorovanim
ristu na pevném médiu. Dlouha lag faze je vysvétlenim v rozdilu nardsta kolonii

po 24 hodinach a vymizeni rozdilu po delSi kultivaci.
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Obr. 27. Rustové krivky Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 a
JTSP

Legenda:

modfe - rastova kfivka kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11
(wt) bez vystaveni osmotickému Soku

Zluté - rlstova kfivka kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11
(wt) vystavéného pfiblizné v OD4so= 0,4 (oznaCeno Cernou Sipkou)
osmotickému Soku pfidanim roztoku 5 M NaCl na koncentraci 0,5
mol/l.

zelené - rOstova kfivka kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii
JTSP (mut) bez vystaveni osmotickému Soku

Cervené - rustova kfivka kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii
JTSP (mut) vystavéného pfiblizné v ODusso= 0,4 (oznaceno Cernou
Sipkou) osmotickému Soku pfidanim roztoku 5 M NaCl na

koncentraci 0,5 mol/l.
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| v pfipadé mutantniho kmenu odvozeného od Bacillus subtilis subsp. spizizenii
2A11 se projevila horSi schopnost adaptace po prfeoCkovani do nového média
manifestovana prodlouzenou lag fazi oproti lag fazi divokého kmenu. Narozdil
od divokého a mutantniho kmenu Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a JTAM
nebyl rozdil tak vyrazny. Lag faze byla pomérné dlouha i u divokého kmenu
(cca 350 minut) a relativni prodlouzeni lag faze u mutantniho kmenu dosahlo
zhruba jen jedenapullnasobku (tedy cca 500 minut). Jesté ménSi rozdil v
kinetice rastu mutantiho a divokého kmenu se projevil po osmotickém Soku, kdy
byly lag faze v obou pfipadech velice kratké. Tato zjiSténi odpovidaji vysledkim
pfi testovani ristu na pevném médiu, kdy nebyl pozorovan signifikantni rozdil

ristu mutantniho a divokého kmenu.
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Obr. 28. Ristové krivky Bacillus subtilis 1A680 a MP2
Legenda:
« Cervené - rustova kfivka kmenu Bacillus subtilis 1A680 (wt) bez
vystaveni osmotickému Soku
« modife - rustova kfivka kmenu Bacillus subtilis 1A680 (wt)
vystavéného pfiblizné v ODusso= 0,4 (oznaCeno cCernou Sipkou)
osmotickému Soku pfidanim roztoku 5 M NaCl na koncentraci 0,5
mol/l.
» zelené - rustova kfivka kmenu Bacillus subtilis MP2 (mut) bez
vystaveni osmotickému Soku
» Zluté - rastova kfivka kmenu Bacillus subtilis MP2 (mut) vystavéného
pfiblizné v ODu4s= 0,4 (oznaCeno Cernou Sipkou) osmotickému Soku
pfidanim roztoku 5 M NaCl na koncentraci 0,5 mol/l.

U mutantniho kmenu MP2 byla jako u pfedchozich mutantnich kmend rovnéz
oproti kmenu divokému prodlouzena lag faze po preockovani do Cerstvého
mineralniho média zhruba 1,5 krat. Pfi vystaveni osmotickému Soku se ovSem
neobjevila dlouha lag faze jako v pfipadé mutantniho kmenu odvozeného od
Bacillus amyloliquefaciens, do$lo ovSem k zpomaleni rlastu kultury jak u

mutantnio, tak divokého kmenu.
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4.3.4 Morfologie bunék pfi rustu v tekutém médiu - Gramovo barveni

Cil: Zjistit jestli a pfipadné jak se projevuje preruSeni genu yxkO na drovni

morfologie jednotlivych bunék.

Bakterialni kmeny napéstované pres noc na Petriho miskach s LB médiem byly
inokulovany pomoci sterilniho paratka do tekutého LB meédia a za aerace
péstovany pfi 37°C do optické denzity OD.s=0,4 - 0,6. Po té byly kmeny
pfeoCkovany na optickou denzitu OD4s5=0,1 - 0,2 do mineralniho média K 0,5
(limitujici draslik) a kultivovany do OD4s=0,4 - 0,6 a pfeoCkovany kazdy kmen
do dvou Erlenmayerovych banék s mineralnim médiem K 0,5. Jedna ze dvou
paralelné kultivovanych kultur byla vystavena pfiblizné v OD4s=0,4
osmotickému Soku pomoci pfidaného NaCl z 5 M zasobniho roztoku na
kone¢nou koncentraci 0,5 mol/l. Média pro mutantni kmeny navic obsahovala

erytromycin (0,3 pg/ml).

Z tekutych kultur byly odebrany vzorky na pfipravu preparatu k barveni podle
Grama (kap. 3.2.4). Preparaty byly zhotoveny pro neSokovanou kulturu z
odbérl v optické denzité OD4s0=0,4, OD45=0,6 a ze stacionarni faze. V pfipadé
kultur vystavenych osmotickému Soku byly preparaty zhotoveny z odbéru 20
minut po osmotickém Soku, z odbéru v OD.=0,6 a ze stacionarni faze.
Preparaty byly prohlédnuty svételnym mikroskopem a fotograficky

zdokumentovany.
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OD4s0= 0,3

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 29. Srovnani kmentl Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 a

JTSP rast bez osmotického Soku, preparaty barveny podle Grama
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2A11 (WT, JTSP (mut)

OD450= 0,3

20 minut po Soku

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 30. Srovnani kmena Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 a
JTSP po vystaveni osmotickému Soku, preparaty barveny podle

Grama.
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Béhem kultivace bez osmotického Soku si udrZzovaly bakterialni buriky Bacillus
subtilis subsp. spizizenii 2A11 konstantni velikost, pfi vystaveni osmotickému
Soku se velikost bunék vyrazné nezménila, v stacionatni fazi se zacaly
objevovat agregaty bunék.

Bunky mutantniho kmenu JTSP pfi kultivaci bez osmotického Soku byly
znatelné delSi nez bunky pfislusného divokého kmenu, v stacionarni fazi
vymizely delSi bunky a velikost bunék odpovidala divokému kmenu. PFi
vystaveni osmotickému Soku byly bunky kmenu JTSP vyraznéji delSi nez u

divokeho kmenu. Ve stacionarni fazi nebyl velikostni rozdil tolik znatelny.
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Bacillus subtilis1A680(WT) MP2 (mut)

OD450= 0,3

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 31. Srovnani kmend Bacillus subtilis 1A680 a MP2 rust bez

osmotického Soku, preparaty barveny podle Grama
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Bacillus subtilis1A680 (WT) MP2 (mut)

ODa450= 0,3

20 minut po Soku

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 32. Srovnani kment Bacillus subtilis 1A680 a MP2 po vystaveni

osmotickému Soku, preparaty barveny podle Grama
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Bunky divokého kmenu Bacillus subtilis 1A680 si udrzuvali uniformni velikost
béhem kultivace a také po vystaveni osmotickému Soku. Burfika mutantniho
kmenu v pribéhu exponencialni faze a znatelnéji po vystaveni osmotickému
Soku byly delSi oproti burikam divokého kmenu. Ve stacionarni fazi rozdil

velikosti mezi bunkami mizi.
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10A6 (WT) JTAM (mut)

OD450= 0,3

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 33. Srovnani kmentG Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a JTAM
rist bez osmotického Soku, preparaty barveny podle Grama

98



10A6 (WT) JTAM (mut)

OD450= 0,3

20 minut po Soku

OD450=0,6

Stacionarni faze

Obr. 34. Srovnani kmenu Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a JTAM po
vystaveni osmotickému Soku, preparaty barveny podle Grama
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U divokého kmenu se pfi kultivaci bez osmotického Soku udrZzovala délka bunék
konstantni. V stacionarni fazi se objevovaly agregaty bunék. Po vystaveni
osmotickému Soku se v ODsso= 0,6 objevily shluky bunék vytvarejici
provazcovita vlakna, ktera ale v stacionarni fazi vymizela.

U mutantniho kmenu se objevovaly vlaknité shluky jiz v nizké optické denzité
bez vystaveni osmotickému Soku. Pozdéji pfi kultivaci bez osmotického Soku
nebyly pfitomny a velikostné se bunky pfilis neliSily od bunék divokého kmenu.
PFi vystaveni osmotickému Soku nedoslo k vymyzeni vlaknitych shlukl béhem
exponencialni faze a buriky byly znatelné delSi oproti divokému kmenu. VIaknité
shluky nasledné vymizely az béhem stacionarni faze, bunky byly stale delSi nez

u divokého kmenu.

100



4.4 Studium motility

Cil: Porovnat schopnosti motility mutantnich kment s pferusenim genu
yxkO B. subtilis 1A680, B. subtilis spizizenii a B. amyloliquefaciens a kmenut od

nichZ byly odvozeny.

vr wiwvos

subtilis 168 na expresi flagelinového proteinu hag (Petrovova 2010) a na
motilitu v tekutém médiu (Streitova 2010), proto bylo rozhodnuto zaméfit se na
studium motility i u kmend odvozenych od B. subtilis spizizenii a B.

amyloliquefaciens.

4.4.1 Motilita v tekutém médiu

Bakterialni kmeny byly z pevnych agarovych LB puld, na kterych rostly pfes noc,
preoCkovany do tekutého LB média. V LB médiu byly kultivovany pfi 37°C za
aerace do optické denzity OD.s= 0,8 a poté pfeCkovany do mineralniho média
K 0,5. Kultivovany do ODus0= 0,8 a znovu preockovany do Cerstvého média K
0,5. Média pro mutantni kmeny navic obsahovala erytromycin (0,3 pg/ml). Z
kultivaci byly odebirany vzorky a pozorovany pod svételnym mikroskopem.
Vzorky byly odebrany v optické denzité OD.s0= 0,3, coZ predstavuje stav kultury
pfed vystavenim osmotickému Soku, kterému byly nasledné bakterie vystaveny
a to pfidanim 5 M roztoku NaCl na kone¢nou koncentraci NaCl 0,5 mol/l. Druhy
odbér byl proveden po 20 minutach od osmotického Soku a tfeti v dobé, kdy
kultury dosahly optické denzity ODaso= 0,6.

Za motilni byly povazovany bakterie z téch vzorkl, kde se vétSina bunék (vice
nez dvé tretiny) pohybovala aktivnim neuspofadanym pohybem vSemi sméry s
Castou zménou sméru pohybu jednotlivych bakterii. Vysledky viz Tabulka 3.

Motilni bakterie oznaceny (+), nepohyblivé (-).
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Kmen OD4s0= 0,3 20 minut po Soku ODu4s0= 0,6

B. amyloliquefaciens 10A6 (wt) + - -
B. amyloliquefaciens JTAM (mut) + - -
B. subtilis spizizenii 2A11 (wt) + + -
B. subtilis spizizenii JTSP (mut) - -
B. subtilis 1A680 (wt) + - -
B. subtilis MP2 (mut) + + +

Tabulka 3: Pozorovani motility v tekutém médiu.

U divokych kmenul doslo ve v8ech pfipadech po vystaveni osmotickému stresu
k ztraté motility a to bezprostédné (10A6 a 1A680) nebo po delSim intervalu
(2A11). U mutantnich kmenu se naopak vysledky liSily. U kmenu JTAM se
neprojevil rozdil v motilité oproti divokému kmenu. Kmen JTSP ztratil po delSim
intervalu po osmotickém Soku motilitu, ale v nizké optické denzité se jevil jako

nepohyblivy. Kmen MP2 byl pohyblivy pfi vSech pozorovanich.

4.4.2 Motilita na povrchu tuhého média - Swarming

Cil: Rozsirit studium rozdilu motility mezi divokymi kmeny a kmeny s mutaci v

genu yxkO také na swarming, pohyb po povrchu pevného média.

Po zjisténi vlivu mutace v genu yxkO na pohyb v tekutém médiu, ktery
pravdépodobné souvisi se zménou v expresi flagelinového proteinu
kodovaného genem hag (Petrovova 2010), bylo rozhodnuto otestovat vliv této
mutace také na jiny druh motility, na swarming, ktery probihd na povrchu
pevného média. Pro swarming je kromé produkce extracelularné sekretovaného
surfaktantu (latky snizujici povrchové napéti) surfaktinu, zméné tvaru bunék a
kultivaci na specialné upraveném médiu také nezbytna pfFitomnost biciku.
Dokonce u swarmujicich bunék dochazi k extenzivnimu zmnozeni bicik{
(Kearns a Losick 2003). Tyto skute¢nosti vedly k rozhodnuti zaméfit se také na

tento fenomeén.
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Pro studium schopnosti swarmingu byly pouzZity tfi druhy tuhého média pro
swarming s obsahem agaru 0,7 % (w/v):

* komplexni médium LB.

* mineralni médium K 0,5 obsahujici 0,5 mM koncentraci draselnych iontd.

* mineralni médium K 10 obsahujici 10 mM koncentraci draselnych iontd.

Bakterialni kmeny byly kultivovany pfes noc v LB médiu za aerace pfi 37°C.
Nasledné byly noc¢ni kultury pfeoCkovany do Cerstvého LB média, ve kterém
byly kultivovany do optické denzity ODu4s0= 0,2. Poté byly kultury 100x nafedény
sterilni vodou a naneseny v objemu 10 pl na Petriho misky s 0,7% (w/v) agarem
a ty byly kultivovany v termostatu pfi 28°C.

Po 24 hodinach byl fotograficky zdokumentovan rust na Petriho miskach (Obr.
35.,36.a37.)

Obr. 35. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého
kmenu B. subtilis 1A680 po 24 hodinach.
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Obr. 36. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého

kmenu B. amyloliquefaciens 10A6 po 24 hodinach.

Obr. 37. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého

kmenu B. subtilis spizizenii 2A11 po 24 hodinach.
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U mutantniho kmenu MP2 se na vSech tfech médiich projevila neschopnost
pohybovat se pomoci swarmingu po povrchu pevného média, ktera byla
pfedpokladana a souvisi s defektem v biosyntetické draze surfaktinu u kmenu
Bacillus subtilis 168 a pravdépodobné dalSich dosud pfesné neurcenych
mutacich naruSujicich schopnost swarmingu (Kearns a Losick, 2003). Kmen
MP2, stejné jako pfislusny divoky kmen, na agarovych pidach pouze rostl bez

pohybu formou swarmingu.

Mutantni kmen JTAM vykazoval oproti divokému kmenu od néhoz je odvozen
(B. amyloliquefaciens 10A6) zménénou schopnost swarmingu na komplexnim
médiu a mineralnim médiu s dostatkem drasliku K10. Za podminek limitujici
koncentrace draselnych iontl byla patrna neschopnost pohybu swarmingem jak

u divokého tak mutantniho kmenu.

U kmenu JTSP byla pozorovana na komplexnim médiu mohutna kolonizace
Petriho misky pokryvajici cely povrch pevné pudy. Stejné se choval i divoky
kmen B. subtilis spizizenii 2A11. Na mineralnim médiu s limitujici koncentraci
draselnych iontd K 0,5 nebyly znatelné viditelné rozdily mezi divokym a
mutantnim kmenem, oba kmeny utvofily drobné kolonie a nerozrustaly se do
okoli. Na Petriho misce s médiem s nelimitujici koncentraci draselnych iontu

tvofil divoky kmen vétsi kolonie oproti mutantnimu kmenu JTSP.

Po 48 hodinach byl rist na Petriho miskach znovu fotograficky zdokumentovan.
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Obr. 38. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého
kmenu B. subtilis 1A680 po 48 hodinach.

Medium 10A6 JTAM

K 10

K 0,5

LB

Obr. 39. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého

kmenu B. amyloliquefaciens 10A6 po 48 hodinach.
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Obr. 40. Srovnani schopnosti swarmingu mutantniho a divokého

kmenu B. subtilis spizizenii 2A11 po 48 hodinach.

Po 48 hodinach u kmenu MP2 a pfislusného divokého kmenu B. subtilis 1A680
zustal zachovan vzhled kolonii z pozorovani po 24 hodinach.

U divokého kmenu B. amyloliquefaciens 10A6 se dale rozSifovala plocha
narustu na komplexnim médiu a mineralnim médiu K10, také mutantni kmen
JTAM na téchto médiich zacal vytvaret SiroCeji rozrostlé kolonie, ale stale
velikostné i tvarové odlisSné od kmenu divokého. V pfipadé mineralniho média
zustala velikost a vzhled kolonii mutantniho i divokého kmenu bez vétSich zmén

oproti pozorovani po 24 hodinach.

Mutantni kmen JTSP a pfislusny divoky kmen B. subtilis spizizenii 2A11

nevykazovali rozdil v rlstu oproti stavu pfi pozorovani po 24 hodinach kultivace.
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4.4.2.1 Detekce produkce surfaktinu

Pro upfesnéni vysledkd ziskanych studiem swarmingu bylo rozhodnuto u
jednotlivych kmenu detekovat produkci pro tento druh motility nezbytné
substance a to surfactantu surfaktinu (Kearns a Losick 2003).

Pro zakladni testovani produkce této latky bylo pouzito metody detekce
surfaktinu prostfednictvim jeho hemolytické aktivity (Youssef et al. 2004).

Na Petriho misku s krevnim agarem byly klickou rozetfeny jednotlivé bakterialni
kmeny a kultivovany v termostatu pfi 37°C 48 hodin. Po té byl krevni agar

zkontrolovan a vysledek fotograficky zdokumentovan.

MP2 (mut)

2A11
(wt)

»

JTSP
(mut) [> >
ﬁJTAM (mut)

Obr. 41. Testovani produkce surfaktinu na zakladé jeho hemolytické

aktivity.
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U kmend 1A680 a MP2 neni znatelna zéna hemolyzy, tyto kmeny maji
narusenou biosyntézu surfaktinu, jejich pouziti pro testovani surfaktinem
zprostfedkované hemolyzy slouzilo jako kontrola jak pusobi na krevni agar rust

kmenu bez produkce surfaktinu.

U kmenU Bacillus amyloliquefaciens 10A6 (wt) a JTAM (mut) byla pozorovana

Siroka zéna hemolyzy svédcici pro intenzivni produkci surfaktinu.
U kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 (wt) byla zéna hemolyzy stejné

Siroka jako u kmenu B. amyloliquefaciens, u mutantniho kmenu JTSP byla zéna

naopak méné znatelna.
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4.4.3 Barveni biciku Leifsonovou metodou

Po zkuSenostech s problematickymi vysledky elektronové mikroskopie pfi
zobrazeni pfitomnosti bi€iku bylo rozhodnuto pokusit se najit jinou metodu pro
tento ucel.

Po prostudovani literatury byla vybrana metoda barveni biCiku vyvinuta Einarem
Leifsonem pro svételnou mikroskopii. Metoda umoznuje barveni bakterii jak z
pevného media, tak z tekuté kultury.

Cilem bylo zjistit zejména pfitomnost bakterialnich biCiku u divokych versus
mutantnich kmenU s disrupci genu yxkO pfed a po vystaveni osmotickému
Soku.

Bakterialni kmeny napéstovany pres noc na Petriho misce s LB médiem, byly
inokulovany do tekutého LB média a kultivovany za aerace pfi 37°C do
ODu45=0,4 - 0,6. Nasledné byly pfeoCkovany do mineralniho média K 0,5
(limitujici koncentrace drasliku) a také do mineralniho média K10 (nelimitujici
koncentrace drasliku) a v nich znovu péstovany do OD.5=0,4 - 0,6. Po té byly
preoCkovany znovu do Cerstvych médii K 0,5 a K 10 a ztéchto kultivaci byly
zhotovovany preparaty a to u kazdého kmenu v OD45=0,3 pfed osmotickym
Sokem, po 20 minutovém intervalu po osmotickém Soku a z ODus5=0,6. P¥i
odbéru byly také provedeny nativni pozorovani motility bakterii.

Preparaty byly barveny dle protokolu (kap. 3.2.5) a prohlédnuty pod svételnym
mikroskopem. Bohuzel vysledky nebyly uspokojivé a ani po vicero opakovani a
odstranéni pfipadnych technickych nedostatki (pouziti basického fuchsinu
urCeného pfimo na barveni bicikid a oSetfeni podloznich skel roztokem
dichromanu draselného v kyseliné sirové, kvuli jejich vysoké Ccistoté) se
nepodarilo metodu natolik optimalizovat aby mély ziskané vysledky dostateCnou

validitu.
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4.5 Srovnani kmenu Bacillus subtilis 1A680, Bacilus amyloliquefaciens
FZB42 a Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10"

Kmeny byly vybrany podle kritérii:
1. rGzné/stejné bezprostiedni okoli genu yxkO vzhledem k puvodné
studovanému kmenu Bacillus subtilis TA680 (respektive 168)
2. uroven laboratorni domestikace kmenu tj. rozliSeni laboratorni

kmen/pfirodni izolat.

Bacillus subtilis 1A680 (s 2A11 schodné) - schéma okoli genu yxkO

] l1icR|yxzF|yxts | katx |yxiti|yxiG|yxiF|yxi€] yxip]yxic|sigy|yxia] yxko| cydp) cydc|cydB| cyda] |

Bacillus amyloliquefaciens 10A6 - schéma okoli genu yxkO

| ‘IicR |nyJ| N | N| N |ydeT| yde| ydhM Iyth |ydho|yth |yth |ydhs |yth|katX | yxell yxIA | yxkO|cydD|cydC‘cydB |cydA‘ |

Obr. 42. Poradi genu v okoli genu yxkO.

(kmeny 2A11 a 1A680 kvlli shodnému genetickému okoli yxkO
reprezentovany jednim schématem)

modfe - znaceny geny spolecné pro vSechny tfi kmeny

Zluté - gen yxkO

cervené - geny, jimiz se liSi 1A680 (s 2A11) od 10A6.

N - oznaceni genu, které maiji jen Ciselné oznaceni a neznamou funkci
(geny RBAM_035820, 035830 a 035840)

Jak je vidét na obrazku €. 42 je bezprostfedni okoli vpravo od genu yxkO u
trech studovanych kmenl znacné konzervované, obsahuje cydABCD operon
kodujici cytochrom bd oxidazu, a i dal za timto operonem je pro studované
kmeny shodné. Naopak levé okoli u Bacillus amyloliquefaciens 10A6 se liSi od
sestavy genl u zbyvajicich dvou kmenl. U vSech tfi kmenu je vlevo pred
genem yxkO gen yxIA koédujici permeazu. Nasleduje odliSny region kongici lic
operonem, ktery spolu s vzdalené&jSim okolim je opét shodny. Rozdilny region
obsahuje dva geny katX (sporova katalaza) a yx/J (DNA glykozylaza, u 2A11

gen aag) pfitomné u vSech tfi kmenu ovSem u 10A6 v jiném poradi.
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U kmend 1A680 a 2A11 je v tomto regionu sigY operon zahrnujici gen sigY
kodujici sigmafaktor Y a geny yxIC, D, E, F a G podilejici se na regulaci jeho
funkce. SigY je sigmafaktor pro extracytoplazmatické funkce (ECF), indukovany
hladovénim na dusik. Disrupce sigY, ma vliv na sporulaci indukovanou
hladovénim na dusik. Pfesna funkce tohoto sigmafaktoru je dosud neznama,
obecné je o ECF sigmafaktorech (krom Y jsou znamy také M, W, X, Z, V)
znamé, Ze se podili na funkcich spojenych s buné&énou sténou, nékteré (oV)
mohou byt indukovany vnéjSim stresem (teplotnim, osmotickym, etanolovym,
aj.)(Luo et al, 2010). V tomto regionu zbyvaji u 1A680 a 2A11 jesté gen yxIH

koduijici efluxni transporter a gen yxzF s neznamou funkci.

U Bacillus amyloliquefaciens 10A6 obsahuje rozdilny region dalSi rozdilné geny.
yxel je predpokladana penicilin amidaza. Geny ydhM, N,O, P, R, S a T koduji
predpokladané enzymy metabolizmu sacharidu a komponenty
fosfotransferazového systému. ydfA je gen pro arzenovou pumpu a ydeT
transkripCni regulator z arsR rodiny (metaloregulované transkripCni represory).

Co se tyka vlivu na vysledky fenotypovych studii jevi se zejména pfitomnost

sigma faktoru 0" u kmen( 10A6 a 2A11 jako vyznamna.
Pro charakterizaci na urovni celych genomu bylo vybrano nékolik zakladnich

charakteristik genomu, jejichz parametry byly srovnany mezi studovanymi

kmeny (sumarizace viz Tabulka 4 a 5).
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B. amyloliquefaciens B. subtilis 168

B. subtilis spizizenii

FZB42 2A11
Délka DNA 3918 589 bp. 4 215 606 bp. 4 027 676 bp.
Délka kodujicich 3 500 425 bp. 3754 971 bp. 3 595 505 bp.
sekvenci (89,33%) (89,07%) (89,27%)
GC pary 46,48% 43,51% 43,89%
Pocet genti 3814 4354 4168
Z toho kodujicich:
proteiny 3696 4176 4062
RNA (celkove) 118 178 106
rRNA 30 30 24
tRNA 87 86 77
jiné RNA 1 62 5
enzymy 1028 1085 1038
signalni peptidy 777 859 1175
transmembranové 998 1157 1126
proteiny
transportérové 529 594 571
proteiny
fizované proteiny 344 386 356
geny ucastnici se 706 730 720
metabolizmu
necharakterizované 358 915 918
proteiny
geny ziskané HGT 56 15 1

Tabulka 4. Srovnani zakladnich charakteristik genomt studovanych

kmenu. (zdroj http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi )
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Genom 10A6 168 2A11

10A6 1,00 0,94 0,94
168 0,94 1,00 0,97
2A11 0,94 0,97 1,00

Tabulka 5. Korelace genomu na zakladé funkéni charakterizace.
Korelace byla vyhodnocena pomoci nastroje pro srovnani genom na

http://img.jgi.doe.gov/cqgi-bin/w/main.cgi , genomy jsou srovhany na

zakladé funké&nich profild ur€enych podle rozdéleni proteint do klastrl dle
COG databaze (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). Hodnota korelace 2

genomu je vyjadiena Pearsonovym koeficientem.

Z hlediska porovnani laboratorni domestikace kmen( predstavuji kmeny
Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a Bacillus subtilis spizizenii 2A11 pfirodni
izolaty u nichz by mél byt vliv domestikace minimalni. Naproti tomu Bacillus
subtilis 168 je standartni laboratorni kmen u néhoz byl fenomén domestikace

studovan (viz kap 2. 4).
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4.6 Studium stresové odpovédi u Bacillus subtilis s pferuSenym genem
yxkO

Cil: Pripravit kmeny Bacillus subtilis 1A680 a Bacillus subtilis 1A680 s
mutaci v genu yxkO (MP2) u nichZz by bylo mozZzné pomoci promotorové ftze
sledovat aktivitu gentl stresové odpovédi a8 regulonu a vzajemné ji mezi kmeny

porovnat.

PFi studiu rdstu na pevném médiu i v tekutém médiu byla pozorovana zhorsena
schopnost adaptace kmenl s pfrerusenim genu yxkO k zménam podminek
kultivace, jmenovité pfi preoCkovani do Cerstvého média a pfi vystaveni
osmotickému Soku a to zejména pfi podminkach limitujici koncentrace
draselnych iontd.

Jednim z mechanizmem hrajicim roli pfi adaptaci na zmény vnéjSich podminek
je obecna stresova odpovéd. Za ucelem ovéreni potencialniho vlivu genu yxkO
na expresi genli obecné stresové odpovédi z regulonu a® byli vytvofeni mutanti
s promotorovou flizi genu ctc a genu pro B - galaktosidazu /lacZ. Gen ctc patfi
do o® regulonu a byl jiz dfive pouzit jako markerovy gen obecné stresové
odpovédi u Bacillus subtilis (Ray et al. 1985). Pouziti jeho promotoru, ktery je
pomérné dobfe charakterizovan je vyhodnéjsi oproti pfimému studiu promotoru
genu sigB, ktery je autoregulovan, je soucasti komplexniho regulonu s

pfekryvem genu a jeho regulace neni zcela znama (Boylan et al. 1992).

4.6.1 Priprava rekombinantniho plazmidu pDG1661 - pctc

Pomoci primerd ctc_ prom_F a ctc_prom_R byl PCR reakci (kap. 3.2.2.6)
amplifikovan z chromozomalni DNA Bacillus subtilis 1A680 usek DNA dlouhy

124 bp zahrnujici promotorovou ¢ast genu ctc (ctc_prom).

Vyizolovany (kap. 3.2.2.3) fragment ctc_prom byl podroben restrikéni reakci
enzymy BamHI| a EcoRI (kap. 3.2.2.7), jejichz restrikCni mista byly soucasti
pouzitych primer(. Nasledné byl fragment ligovan do stejnymi enzymy
linearizovaného plazmidu pDG1661 (kap. 3.2.2.8). Vzniklou ligacni smési byly

metodou heat shock transformace transformovany kompetentni buriky
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Escherichia coli DH5a (kap. 3.2.1.5). Transformované buriky byly vysety na

Petriho misky s LB médiem obsahujicim ampicilin (50ug/ml).

Z pfes noc narostlych kolonii bylo vybrano sedm klonu, které byly oznaceny,
preCarkovany na novou pldu s ampicilinem a byly z nich pfipraveny nocni

kultury pro izolaci plazmida.

Izolované plazmidy (kap. 3.2.2.2.1) z klon0 2, 3 a 5 byly podrobeny restrikéni
analyze (kap. 3.2.2.7). Jejich restrikéni profil ziskany pouzitim restriktazy Sall
byl srovnan s profilem prazdného plazmidu pDG1661 ziskaného pusobenim
stejného enzymu. RovnézZz byla na techto plazmidech ovéfena pfitomnost
inzertu pomoci PCR reakce (kap.3.2.2.6) s primery ctc_prom_F a ctc_prom_R,

ktera potvrdila pfitomnost inzertu ve vSech pfipadech.

8000 bp

3000 bp

1500 bp
1200 bp
1000 bp

Obr. 43. Restrikce rekombinantnich plazmidi enzymem Sall
Bilymi Sipkami jsou oznaCeny restrikce plazmidd izolovanych z

transformovanych bunék, zZlutou Sipkou restrikce prazdného plazmidu.

Plazmidy byly také dany k osekvenovani (kap. 3.2.2.9), které potvrdilo

pfitomnost a spravnou pozici inzertu ve vSech tfech pfipadech.
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4.6.2 Transformace kmenu Bacillus subtilis 1A680 a MP2 rekombinantnim

plazmidem

Pro transformovani bakterialnich kmen( byl pouzit plazmid z klonu €islo 2. Ten
byl znovu izolovan z bunék E.coli (kap. 3.2.2.2.2) a linearizovan restrikEnim
enzymem BstEIl (kap. 3.2.2.7). Linearizovanym plazmidem byly transformovany
kompetentni buriky (kap. 3.2.1.9) kmenu Bacillus subtilis 1A680 a od néj
odvozeni mutanti s disrupci genu yxkO Bacillus subtilis MP2. Transformované
bakterie byly kultivovany pfes noc na pevném LB médiu s chloramfenikolem
(5ug/ml). Z pfes noc narostlych kolonii bylo vybrano 10 od Bacillus subtilis
1A680 a 11 od Bacillus subtilis MP2, které byly oznaCeny a roz€arkovany na
nové Petriho misky s chloramfenikolem a nasledné také na misky se
spectinomycinem (100 pg/ml) a dalSi misky obsahujici Skrob. PFi spravné
probéhlé integraci dvojitym crossingoverem neni c¢ast plazmidu nesouci
resistenci k spectinomycinu integrovana a tudiz bakterie nevykazuiji resistenci k
tomuto antibiotiku. Rovnéz dochazi k poruSeni cilového genu pro integraci v
chromozému recipientnino kmenu amyE projevujicimu se neschopnosti
bakterie utilizovat Skrob.

Druhy den bylo detekovana u vSech vybranych klonl rostouci na miskach s
chloramfenikolem neschopnost rlstu na miskach se spectinomycinem a na
miskach se Skrobem bylo detekovano pomoci Lugolova roztoku, Ze nedosklo k
jeho utilizaci.

Z deseti klonu Bacillus subtilis 1A680 byly vybrany tfi, u nichz byla na izolované
chromozomani DNA (kap. 3.2.2.1) pomoci PCR (kap. 3.2.2.6) s primery
ymyE2R (primer nasedajici uvnitf genu amyE) a ctc_prom_R (jeden z primeru
pro tvorbu fragmentu ctc_prom) ovéfena integrace rekombinantniho plazmidu s
promotorovou flzi genu ctc, stejné tak u kmenu Bacillus subtilis MP2. Ziskané

kmeny byly oznaCeny Bacillus subtilis 1A680/Pctc a Bacillus subtilis MP2/Pctc.
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4.6.3 Studium obecné stresové opovédi u B. subtilis 1A680 a B. subtilis

MP2 kmenu s prerusenym genem yxkO

S vyuzitim pfipravénych kmenQ Bacillus subtilis 1A680/Pctc a Bacillus subtilis
MP2/Pctc bylo testovano prostfednictvi aktivity B - galaktosidazy (kap. 3.2.3)
hladina exprese z promotoru genu ctc a tim zprostfedkované mira obecné

stresové odpovédi u divokého kmenu a kmenu s pferusenym genem yxkO.

4.6.3.1 Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pri etanolovém Soku v
LB médiu

Kmeny pro etanolovy stres byly inokulovany z pevného média, na kterém byly
kultivovany pfes noc, do vytemperovaného tekutého LB média a kultivovany za
aerace pii 37°C do optické denzity ODs95=0,8 po té byly kultury pfeockovany do
Cerstvého LB média na ODse=0,1. Kmeny byly péstovany pfiblizné do
ODsg5=0,4, kdy byl ke kulturam pfidan etanol na kone¢nou koncentraci 4% (v/v).
Vzorky pro stanoveni B - galaktosidazy (kap. 3.2.3) byly odebrany v intervalech
5 minut pfed osmotickym Sokem, 5, 10 a 20 minut po Soku. Tento pokus byl

také dalSim ovérenim spravné integrace rekombinantniho plazmidu.

118



600

500

B
[~
<

B. subtilis
® 4680

-~ B. subtilis
MP2

Millerovy jednotky (M.U.)
(%]
[~]
(=]

L]
(=]
<

100 ﬂ

o

-10 -5 0 5 10 15 20
Cas odbéru (minuty)

Obr. 44. Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pri etanolovém
Soku v LB médiu.

Bakterie byly vystaveny Soku pfidanim etanolu v ¢ase 0.

Cas odbéru (min) -5 5 10 20
ODses 1A680 0,450 0,740 0,760 0,900
ODsgs MP2 0,583 0,671 0,720 0,783

Tabulka 6. Optické denzity odbéra pro stanoveni aktivity B -
galaktosidazy
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4.6.3.2 Stanovéni miry obecné stresové odpoveédi pri osmotickém Soku v
LB médiu

Kmeny pro osmoticky Sok v LB médiu byly kultivovany stejné jako pro Sok
etanolovy. Po preoCkovani do Cerstvého LB média byly kmeny péstovany do
pfiblizné optické denzity ODs¢s=0,4, kdy byly vystaveny osmotickému Soku
pfidanim NaCl ze zasobniho 5 M roztoku na kone¢nou koncentraci v médiu 0,5
mol/l. Vzorky pro stanoveni (3 - galaktosidazy (kap. 3.2.3) byly odebrany v

intervalech 15 a 5 minut pfed osmotickym Sokem, 5, 10, 20 a 40 minut po Soku.
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Obr. 45. Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pfi osmotickém
Soku v LB médiu.

Bakterie byly vystaveny Soku pfidanim NaCl v Case O.

Cas odbéru -15 -5 5 10 20 40
(min)

ODsgs 1A680 0,260 0,360 0,430 0,440 0,490 0,585
ODsgs MP2 0,371 0,464 0,500 0,510 0,550 0,630

Tabulka 7. Optické denzity odbéra pro stanoveni aktivity B -
galaktosidazy
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4.6.3.3 Stanovéni miry obecné stresové odpoveédi pri osmotickém Soku v
mineralnim médiu K 10

Pro testovani aktivity B - galaktosidazy v mineralnim médiu K 10 pfedstavujicim
prostfedi s nelimitujici koncentraci draselnych iontl byly kmeny z pfes noc
narostlych agarovych pud inokulovany do vytemperovaného tekutého LB média
a kultivovany do optické denzity ODsg5=0,8. Po té byly kmeny pfeockovany na
ODs¢5=0,1 do tekutého média K 10, ve kterém byly kultivovany znovu do
ODs¢5=0,8 a nasledné preockovany do Cerstvého vytemperovaného média K 10,
kde byly v ODsgs=0,4 vystaveny, pfidanim 5 M roztoku NaCl na kone¢nou
koncentraci 0,5 mol/l (v/v), osmotickému Soku. Vzorky pro stanoveni B -

galaktosidazy (kap. 3.2.3) byly odebrany v intervalech 20 a 5 minut pred
osmotickym Sokem, 5, 10, 20 a 40 minut po Soku.
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Obr. 46. Stanovéni miry obecné stresové odpoveédi pfi osmotickém
Soku v mineralnim médiu K10.

Bakterie byly vystaveny Soku pfidanim NaCl v Case O.
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Cas odbéru -20 -5 5 10 20 40
(min)

ODsgs 1A680 0,400 0,450 0,430 0,460 0,450 0,530
ODsgs MP2 0,410 0,450 0,440 0,470 0,490 0,580

Tabulka 8. Optické denzity odbéra pro stanoveni aktivity B -
galaktosidazy
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4.6.3.4 Stanovéni miry obecné stresové odpoveédi pri osmotickém Soku v

mineralnim médiu K0

Kmeny byly nao¢kovany z agarovych pld do tekutého LB média, kultivovany do
ODs¢5=0,8 a pfeoCkovany na ODsgs=0,1 do mineralniho média K 0 (limitujici
koncentrace draselnych iontu), kultivovany do ODse=0,8 a znovu pfeoCkovany
do Cerstvého média K 0. Poté byly kmeny kultivovany do ODses=0,4, kdy byly
vystaveny osmotickému Soku pfidanim NaCl na konec¢nou koncentraci v médiu
0,5 mol/l (v/v). Vzorky pro stanoveni [ - galaktosidazy (kap. 3.2.3) byly
odebrany v intervalech 10 minut pfed osmotickym Sokem, 5, 10, 20 a 40 minut

po Soku.
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Obr. 47. Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pri osmotickém
Soku v mineralnim médiu K 0.

Bakterie byly vystaveny Soku pfidanim NaCl v Case O.
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Cas odbéru -10 5 10 20 40
(min)

ODsgs 1A680 0,430 0,430 0,430 0,450 0,474
ODsgs MP2 0,380 0,360 0,360 0,380 0,390

Tabulka 9. Optické denzity odbéra pro stanoveni aktivity B -
galaktosidazy
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4.6.3.5 Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pfi prenosu z média K
10 do média K 0

Kmeny byly pfeoCkovany z agarovych pud do tekutého LB média, kultivovany
do ODsgs=0,8 a pfeoCkovany na ODsgs=0,1 do mineralniho média K 10, znovu
péstovany do ODsgs=0,8 a preoCkovany do Cerstvého média K 10, kde byly
péstovany do ODsgs=0,4, kdy byly bakterie pomoci filtrace separovany z média
a resuspendovany v cCerstvém médiu K 0. Vzorky pro stanoveni [ -
galaktosidazy (kap. 3.2.3) byly odebrany v intervalech 20 a 15 minut pfed pfed

filtraci, 5, 10, 20 a 40 minut po resuspendovani v médiu K 0.
180
160

140

120

B. subtilis
100 * 14680

B. subtilis

* Mp2
80

60 -

Millerovy jednotky (M. U.)

40

20

-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50

Cas odbéru (minuty)

Obr. 48. Stanovéni miry obecné stresové odpovédi pfi presunu z
mineralniho média K10 do mineralniho média K 0.
Cas 0 predstavuje chvili, kdy byly filtraci zachycené bakterie

resuspendovany v Cerstvém vytemperovaném médiu K 0.
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Cas odbéru (min)  -20 -15 5 10 20 40
ODsgs 1A680 0,480 0,490 0,290 0,320 0,340 0,380
ODsgs MP2 0,390 0,410 0,320 0,330 0,360 0,420

Tabulka 10. Optické denzity odbéra pro stanoveni aktivity 8 -
galaktosidazy
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5. DISKUZE

Bakterie patfi s ohledem na jejich vS8eobecné rozSifeni a vSudypfitomnost mezi
velmi omezené prostfedky, jak udrZzovat vzhledem k vnéjSim fyzikalnim a
chemickym podminkam homeostazi. Bakterie pro svou uspésSnou existenci
vyvinuly fadu adaptivnich strategii, jak se s podminkami méniciho se prostfedi

vyrovnat.

Bakterialni rod Bacillus je rodem pudnich bakterii. Tyto druhy se museji potykat
s Castymi zménami vnéjSich podminek mezi, které patfi zejména zmény
vlhkosti, se kterymi souvisi i zmény osmolality prostfedi. Adaptace na osmoticky
8ok je pro tyto bakterie rozhodujicim faktorem urCujicim jejich Zivotaschopnost.
Osmoadaptace téchto bakterii probiha dvoufazovym mechanizmem, kdy v prvni
fazi reakce na osmoticky Sok jsou do bunky z prostfedi Cerpany draselné ionty
vyrovnavajici osmoticky tlak, a v druhé fazi jsou draselné ionty nahrazeny
kompatibilnimi  soluty neinteragujicimi s metabolizmem ani funkénimi

strukturami bunky.

V pfedchozich letech byla na studium osmoadaptace zaméfena pozornost nasi
laboratofe. Pomoci nespecifické inzeréni mutageneze byl pfipraven
osmosenzitivni kmen L-42, odvozeny od asporgenniho mutanta kmenu Bacillus
subtilis 168. U tohoto kmenu byla pozorovana neschopnost osmoadaptace pfi
osmotickém Soku na meédiu s limitujicim mnozstvim drasliku. Jako misto
mutace u tohoto kmenu byl identifikovan gen s neznamou funkci yxkO
(Ulanova, 2005).

Na gen yxkO byla poté zaméfena pozornost naSi pracovni skupiny. Byly
pfipraveny mutantni kmeny MP2 a ES091 odvozené od Bacillus subtilis 1A680
a Bacillus subtilis 1A839 s prerusenim tohoto genu pomoci plazmidu pMUTIN4
(Petrovova 2010, Streitova 2010). U téchto kmenu byla prokazana, obdobné
jako u kmenu L-42, omezena schopnost rlstu na mineralnim médiu pfi
vystaveni osmotickému Soku. Dale byla pfi kultivaci na mineralnim médiu s

limitujici koncentraci draselnych iontl zjisténa zvy$ena citlivost mutantniho
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kmenu MP2 k tetracyklinu, ktera je davana do souvislosti s funkci proteinu
resistence k tetracyklinu TetA(L), ktery se u Bacillus subtilis podili na transportu
draselnych iont (Petrovova 2010). Také byla zjist€éna zména morfologie bunék
a schopnosti motility (Streitova 2010). Charakter mutace také dovoloval diky
vhesenému reportérovéemu genu JlacZ sledovat expresi z promotoru
studovaného genu. Pfi experimentalnim ovéreni za podminek osmotického a
etanolového Soku, ale nedochazelo k transkripci z tohoto promotoru (Petrovova
2010). Bylo také provedeno porovnani proteinovych profili kmenu Bacillus
subtilis 1A680 (wt) a mutantniho kmenu MP2, pfi kterém byl zjiStén vliv genu
yxkO na expresi fady proteind, zejména energetického metabolizmu a

strukturniho proteinu vlakna biciku flagelinu (Petrovova 2010).

Cilem mé diplomové prace bylo rozsifeni vysledkl pfedchozich studii na dalSi
pfibuzné bakterialni kmeny s pfihlédnutim k urovni laboratorni domestikace
studovanych kmenU a okoli studovaného genu yxkO. A dale také ovéfit vliv

tohoto genu na expresi proteint obecné stresové odpovédi.

Prvnim ukolem byla pfiprava mutantniho kmenu Bacillus subtilis 168 s
kompletni in frame deleci genu yxkO, jehoz vlastnosti méli byt nasledné
studovany. Pro tento ucel byly pomoci PCR reakce z primerd yxkO-D1F a
yxkO-D1R, respektive yxkO-D2F a yxkO-D2R, pfipraveny dva fragmenty z
usekd DNA na okrajich genu yxkO. Tyto fragmenty byly nasledné pomoci PCR
reakce spojeny a vznikly konstrukt s deleci genu yxkO byl ligovan do plazmidu
pBGSC6. V dalSim kroku se bohuZel nepodafilo po transformaci kompetentnich
bunék Escherichia coli touto ligatni smési selektovat klon nesouci
rekombinantni plazmid. Ani po nékolikanasobném opakovani ligace a po
obméné transformaéni metody a vyuziti nékolika kontrol Zivotaschopnosti a
transformovatelnosti bunék se nepodafrilo rekombinantni plazmid ziskat. Jiz pfi

vvvvvv

Spatné klonovatelna (Licha, osobni sdéleni).

Kvali tomuto neuspéchu byl zvolen alternativni pfistup. Rozhodli jsme se
pripravit mutanty odvozené od dalSich bakterialnich druh( rodu Bacillus

pomoci dfive pfipraveného konstruktu pMUTIN4-yxkO~ (Streitova 2010). Jako
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vhodni kandidati byly vybrany druhy Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (10A6) a
Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-107(2A11). Tyto kmeny byly vybrany na
zakladé rozdilného okoli genu yxkO (10A6) a urovni laboratorni domestikace
(2A11) (srovnani kmenu viz kap. 4.5). Rekombinantni plazmid pMUTIN4-yxkO~
byl namnozen v kompetentnich bufikach Escherichia coli, izolovan a byly jim
transformovany kmeny 10A6 a 2A11 (schéma integrace pMUTIN4-yxkO~
obrazek 19, kap. 4.2.3). U ziskanych mutantl byla ovéfena spravna integrace
PMUTIN4-yxkO" pomoci PCR reakci z dvojic primeri mutinR/yxkOSDF a

mutinF/yxkOR2. Nasledné byla integrace ovéfena také sekvenaci.

K pfipravenym mutantnim kmenim odvozenym od Bacillus amyloliquefaciens
FZB42, mutantni kmen JTAM, a Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10T,
mutantni kmen JTSP, byl pfibran kmen odvozeny od Bacillus subtilis 1A680
(derivat kmenu 168 s mutaci v mutaci v genu kdédujicim B - galaktosidazu),

mutantni kmen MP2, pfipraveny jiz dfive Mirkou Petrovovou (Petrovova 2010).

U takto pfipravenych mutantl byla nejprve testovana schopnost rastu na
pevném mineralnim médiu pfi vystaveni osmotickému Soku a za limitujici
koncentrace draselnych iontl v prostfedi. Vysledky pozorovani pro mutantni
kmenl s mutaci v genu yxkO (obrazky 20 a 21, kap. 4.3.1). Pfi dlouhodobéjsi
kultivaci nebyl osmosenzitivni fenotyp pozorovan a rozdil ristu mutantni/divoky
kmen nebyl znatelny (obrazky 23 a 24, kap. 4.3.1). U mutantniho kmenu JTSP
se mutace v genu yxkO pfi tomto typu kultivace neprojevovala zvySenou

osmosenzitivitou (obrazky 22 a 25, kap. 4.3.1).

Pro lepSi porozuméni tomuto fenoménu bylo rozhodnuto studovat rastové
vlastnosti kmenu na urovni dynamiky rustu bakterialni kultury v tekutém médiu.
Mutantni a divoké kmeny byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu s limitaci
draselnych iontd a &ast kultur byla vystavena osmotickému Soku. RuUstové
kfivky sestavené dle vysledku téchto kultivaci (obrazky 26, 27 a 28, kap. 4.3.3)
ukazuji v rizné mife prodlouzeni lag faze u mutantnich kmenu oproti kmenim
divokym po vystaveni osmotickému Soku. NejpatrnéjSi prodlouzeni lag faze bylo

u kmenu JTAM, méné patrna u kmenu JTSP a MP2. Tato pozorovani koreluji s
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pozorovanim snizeného ristu na pevném médiu a také mizenim rozdilu divoky/
mutantni kmen pfi dlouhodobéjsi kultivaci. Z uvedeného plyne, Ze gen yxkO se
dosud neznamym mechanizmem ucastni procesu adaptace k osmotickému
Soku v podminkach nedostateCné koncentrace drasliku. U pfirodniho izolatu
Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 ma mutace v genu yxkO na
osmoadaptaci mnohem mensi vliv, pravdépodobnéji diky komplexné&jSimu
mechanizmu osmoadaptace nez jaky je pfitomen u laboratorniho kmenu
Bacillus subtilis 1A680.

V souvislosti s moznosti zapojeni multifunkéniho prenaseCe TetA(L)(efflux
tetracyklinu) schopného prenaset, kromé jinych substratli, také draselné ionty,
do procesu osmoadaptace u Bacillus subtilis 168 (Wang et al. 2000), jsme u
studovanych kmenl diskovou diluéni metodou stanovili relativni citlivost k
tetracyklinu jednotlivych mutantd za riznych rastovych podminek. Bakterialni
kmeny byly kvantitativné naocCkovany na Petriho misky s rliznymi médii a
doprostfed naoCkované pudy byl umistén disk napustény antibiotikem, po 24

hodinové kultivaci jsme odecetli priméry inhibi¢nich zén (Tabulka 2, kap. 4.3.2).

U divokého kmenu Bacillus subtilis 1A680 (derivat kmenu 168) byla citlivost k
tetracyklinu relativné nezavisla na typu média, od néj odvozeny mutantni kmen
MP2 naproti tomu vykazoval vySsSi citlivost k tetracyklinu pfi vystaveni
osmotickému Soku a pfi limitnim mnozstvi drasliku. Tato zjiSténi nasvédcuji
spole€nému zapojeni produktu genu yxkO a proteinu TetA(L) do mechanizmu

osmoadaptace pfi limitni koncentraci drasliku.

Kmen Bacillus amyloliquefaciens 10A6, u néjz se vyskytuje protein TetB
citlivost k tetracyklinu vykazoval na LB médiu, na mineralnich médiich se
citlivost k tetracyklinu zvySovala, zejména v kombinaci s osmotickym Sokem, od
néj odvozeny mutantni kmen JTAM vykazoval oproti divokému kmenu mirné

zvySenou citlivost ve vSech pfipadech.

U kmenlO 2A11 a JTSP neni prokazana pritomnost homologniho proteinu k

TetA(L), coZz mUze byt davodem, pro¢ u téchto kmenl nebylo pozorovano
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zvySeni citlivosti k tetracyklinu v korelaci s pfitomnosti mutace v genu yxkO.
Nepfitomnost pfenaseCe muze vysvétlovat i znacnou citlivost obou kmenl k

tetracyklinu ve srovnani s laboratornim kmenem Bacillus subtilis 168.

V pfedchozim studiu byl také popsan vliv mutace genu yxkO na velikostni
odliSnosti mezi bufikami kmenu Bacillus subtilis 1A680 a MP2 (Streitova 2010).
Rozhodli jsme se provéfit vliv mutace na morfologii bunék béhem rustu v
mineralnim tekutém médiu pfi vystaveni osmotickému Soku a limitni koncentraci
drasliku také v nedomestikovanych kmenech. U vSech mutantnich kmenu bylo

pozorovano prodlouzeni bunék zejména po vystaveni osmotickému Soku.

vr wiwos

bunék. Pfi kultivaci v mineralnim médiu kmen MP2 neztracel po vystaveni
osmotickému Soku motilitu na rozdil od kmenu divokého (Streitova 2010).
Studovali jsme motilitu mutantnich kmenu pfi rastu v tekutém mineralnim médiu
s limitujici koncentraci drasliku. Kmen MP2 se choval stejné jak jiz bylo
popsano. Na rozdil od divokého kmenu neztracel motilitu. Mutantni kmen JTAM
nevykazoval rozdil v motilité od divokého kmenu 10A6, pohyblivé burky po
vystaveni pusobeni osmotického Soku ztraceli rychle schopnost motility. Kmen
2A11 ztracel motilitu po osmotickém Soku pomaleji nez ostatni kmeny. Kmen
JTSP se jevil pfed osmotickym Sokem jako nepohyblivy po osmotickém Soku

byl pohyblivy, ale pozdé&ji znovu motilitu ztratil (Tabulka 3).

V souvislosti se zménami motility a se zménou v zastoupeni izoforem
flagelinové proteinu Hag u mutantniho kmenu MP2 oproti divokému kmenu po
vystaveni osmotickému Soku (Petrovova 2010) jsme se pokusili nalézt vhodnou
metodu, s jejiz pomoci by bylo mozné detekovat pfitomnost bakterialniho
biCiku. Pokusili jsme se optimalizovat Leifsonovu metodu barveni pro svételnou
mikroskopii (Leifson 1951) , ale vysledky nebyly optimalni. Pokud se biCiky
obarvily tak velice slabé a nedalo se s jistotou fici, zda se nejedna o artefakt pfi
pfipravé preparatu. Také se zdalo, ze barvenim se podafilo vizualizovat biCiky
jen u malé frakce bakterii, které byly ale pfi nativnim pozorovani vysoce
pohyblivé. Tato metoda se nakonec ukazala nepfesvédCiva pro vizualizaci

bi¢ikatosti bakterii.
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Obecné se da fict, Ze bakterialni biCiky jsou k zobrazovani nepfilis vdécnym
objektem, at uz se jedna o metody vyuzivajici elektronovou mikroskopii Ci
svételnou. Problematicka je zejména kfehkost této struktury a ochotnost bakterii

ztracet biciky po vystaveni riznym fyzikalnim & chemickym stimulim.

V rdmci zmén motility jsme se pfi svém studiu zaméfili také na formu povrchové
motility zvanou swarming. Tento druh translokace je uskuteCriovan pohybem
bakterialni populace po povrchu tuhého média a jeho nezbytnosti jsou funkéni
bakterialni biCiky a sekrece latky sniZujici povrchové napéti surfaktinu (Kearns
a Losick 2003). Bakterialni kmeny byly kultivovany v tekutém médiu a poté po
dosazeni ODu4s= 0,2 byly kultury 100x nafedény sterilni vodou a naneseny ve
formé kapky o objemu 10 pul do stfed Petriho misek s 0,7% (w/v) agarem a ty
byly kultivovany v termostatu pfi 28°C. Na kultivaci byla pouZzita pevna média :
LB (komplexni médium), K 0,5 (mineralni médium s limitujicim draslikem) a K

10 (mineralni médium s nelimitujicim draslikem).

Kmeny Bacillus subtilis 1A680 a MP2, v souvislosti s fadou znamych mutaci
redukujicich schopnost pohybu swarmingem u Bacillus subtilis 168 (Kearns a
Losick, 2003), slouzily jako kontrola fenotypu kmenu, ktery neni schopen tohoto
pohybu. Na vSech tfech typech médii nebyl signifikantni rozdil divoky versus
mutantni kmen. Tyto dva kmeny na pldach pouze vytvarely ohrani¢ené kolonie

bez pohybu pomoci swarmingu (obrazky 35 a 38, kap. 4.4.2).

Kmeny Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 a JTSP vykazovaly stejné
chovani bez viditelného rozliSeni mutantniho kmenu od divokého. Tyto kmeny
nevykazovaly swarming na mineralnich médiich, ale na médiu komplexnim byl
swarming velmi robustni a rychly u obou kmenl, kdy pfes noc, co byly

kultivovany, prerostly cely povrch Petriho misky (obrazky 37 a 40, kap. 4.4.2).

Rozdilné vysledky pfineslo testovani kmenl Bacillus amyloliquefaciens 10A6 a
JTAM, oba tyto kmeny nebyly schopny swarmingu na mineralnim médiu s
limitni koncentraci drasliku. Na komplexnim médiu a mineralnim médiu s
nelimitujicim draslikem bylo pozorovano znatelné snizeni projevl tohoto typu

pohybu u mutantniho kmenu (obrazky 36 a 39, kap. 4.4.2). Tyto vysledky
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nasvédcuji pro regulacni vliv genu yxkO i na tento typ povrchové aktivity u

Bacillus amyloliquefaciens.

Shrneme-li si nékteré vysledky nasich pokusu:

« Swarming u zadného z testovanych kmenld nebyl pozorovan na
mineralnim médiu s limitni koncentraci drasliku.

* Bacillus amyloliquefaciens 10A6 byl schopen swarmingu (kromé média
komplexniho) na mineralnim médiu s nelimitujici koncentraci draselnych
iontd, ale mutant tohoto kmenu s disrupci genu yxkO swarmingu nebyl
schopen.

* U kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2A11 nebyl swarming na
mineralnim médiu s nelimitujici koncentraci drasliku pozorovan, byl
pozorovan pouze na LB médiu, kde se mutace v genu yxkO

neprojevovala.

Z téchto fakti plyne =zavislost schopnosti swarmingu u Bacillus
amyloliquefaciens 10A6 na dostateCné koncentraci drasliku v prostfedi, a ze
mutace v yxkO tuto schopnost narusSuje. U kmenu Bacillus subtilis subsp.
spizizenii 2A11 neni vysoka koncentrace drasliku dostacCujici pro umoznéni
tohoto pohybu. To nasvédc&uje rozdilu v nékterém z mechanizmu podilejicich se
na schopnosti swarmingu u téchto dvou kmenu, pfi¢emz v tomto mechanizmu

hraje u Bacillus amyloliquefaciens roli gen yxkO.

Dosud je znamo, zZze pro swarming je nezbytna zména morfologie buriky,
zmnozeni a funk&nost biciki a produkce surfaktinu. U Bacillus
amyloliquefaciens by mohl byt mechanizmus podilejici se na swarmingu, ktery
je narusen mutaci v genu yxkO (s ohledem na roli genu yxkO v osmoadaptaci
pfi limitujicim drasliku) zavisly na koncentraci drasliku v médiu. Kandidatem na
mechanizmus zavisly na koncentraci drasliku je sekrece surfaktinu. Sekrece
surfaktinu neni dosud presné popsana, pfedpoklada se role transportéru SwrC
z rodiny AcrB transportért (multidrug resistence pump) (Kearns et al. 2004), ale

neni vylou€ena role dalSich prfenaseca.

K ovéfeni vlivu mutace v genu yxkO na sekreci surfaktinu jsme na krevnim
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agaru testovali schopnost studovanych kmenl hemolyzovat Cervené krvinky,
coz je dokladem sekrece surfaktinu (metoda Youssef et al. 2004). Vysledky
vSak neukazaly rozdilnou sekreci surfaktinu u kmenU Bacillus
amyloliquefaciens 10A6 a JTAM, ale u kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii
2A11 a JTSP (obrazek 41, kap. 4.4.2.1). Tyto vysledky naznacuiji, Ze je sekrece
surfaktinu ovlivnéna mutaci v genu yxkO, ale celkové je jejich interpretace
obtizna a pochopeni tohoto problému by si vyzadovalo dalSi podrobnéjSi

studium.

V ramci diplomové prace jsme také provedli zakladni srovnani podobnosti
studovanych kmenu. Kmeny Bacillus subtilis 168 a Bacillus subtilis subsp.
spizizenii, jakozZto blizce pfibuzné vykazuji na urovni organizace genomu, jeho
velikosti i jim nesenych funkci, znaénou podobnost. Kmen Bacillus
amyloliquefaciens je fylogeneticky vzdalenéjsi a vykazuje vétsi rozdily k obéma
dalSim kmenUm. Vyznamnym pro tuto praci byl zejména rozdil v bezprostfedim
okoli genu yxkO, a to zejména absence operonu sigmafaktoru o", jehoz
ovlivnéni pfipadnym polarnim efektem mutace genu yxkO by mohlo hrat roli v
projevech této mutace (obrazek 42, kap. 4.5). Nase vysledky tento pfedpoklad
nepotvrdily.

Rozdilné projevy mutace genu yxkO u tfi studovanych kmenl jsou otazkou
hlubS§iho poznani mechanizmu uplatiiujicich se nejen pfi osmoadaptaci, ale
také motilité, citlivosti k tetracyklinu a produkci surfaktinu. Projevy mutace v
yxkO CasteCné korelovali u kmenud odvozenych od Bacillus subtilis 168 a
Bacillus amyloliquefaciens, zejména v porovnani rastovych vlastnosti.
Vysvétlenim nékterych vlastnosti téchto kmenul souvisejicich s osmoadaptaci a
resistenci k tetracyklinu by mohla byt role yxkO v regulaci funkce prenasece
TetA(L), respektive TetB, u téchto kmenu. Tuto hypotézu podporuje relativné
nizSi projev mutace v yxkO u kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii, u kterého
neni pfritomen obdobny transportni systém. Rozdil v schopnosti swarmingu
kmenu odvozenych od Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus subtilis subsp.
spizizenii naznacuje rozdilny mechanizmus regulace tohoto pohybu, ve kterém

zfejmé u Bacillus amyloliquefaciens hraje roli dostatek drasliku v prostfedi.
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Vysvétlenim rozdilu zejména mezi kmeny Bacillus subtilis 168 a Bacillus subtilis
subsp. spizizenii, muze byt také rozdilna mira laboratorni domestikace téchto
kmenu, u které je znamo Ze ovliviiuje Fadu vlastnosti spojenych se swarmingem
(Kearns a Losick 2003) a strukturou bakterialnich kolonii (Branda et al. 2001).
Laboratorni domestikace probiha jako urCity typ adaptace, bakterie jsou
selektovany prostfedim, které je pfi laboratornich manipulacich Casto velmi
konstantni nebo jen omezené variabilni, zejména pokud nejde o kultivace
pokusné, ale slouzici k namnozZeni a uchovani bakterialniho kmenu. Je znamé,
Ze pfi evolu€nich pokusech, kdy byla Escherichia coli soustavné kultivovana v
mineralnim médiu s glukézou, dochazelo velmi rychle ke genetickym zménam,
adaptivni mutace se rychle objevovaly jiz v prvnich 2 000 generacich (Crozat et
al. 2005, Schneider et al. 2000). 2 000 generaci pfi rlstu v komplexnim médiu,
kde mulze byt doba zdvojeni blizka 30 minutam, predstavuje asi 1000 hodin
kultivace, coz pfi védomi, ze napfiklad Bacillus subtilis a jiné modelovée
organizmy jsou studovany uz nékolik desetileti, zvySuje dulezitost fenoménu
laboratorni domestikace. U Bacillus subtilis nebyly dosud provedeny obdobné
studie dlouhodobé kultivace jako u Escherichia coli. Vyhodou takového
dlouhodobého pokusu u Bacillus subtilis jsou u tohoto druhu znamé projevy
domestikace na urovni multicelularnich vlastnosti jako je komplexnost
morfologie kolonii nebo schopnost swarmingu. U Bacillus subtilis by tedy bylo
mozné sledovat béhem dlouhodobé kultivace, zda dochazi ke ztraté zminénych
vlastnosti a to relativné jednoduchymi metodami a pak nasledné pristoupit k

sekvenacnim analyzam.

Béhem procesu domestikace, ale i obecné&ji béhem evoluce druhu, dochazi
nejen k ziskavani novych adaptivnich vlastnosti, ale i ztraté vlastnosti, které byt
kdysi poskytovaly organizmu vyhodu staly se Casem zbyteCnymi. Takto se
mohou organizmy po dlouhodobé kultivaci zbavit nékterych mechanizmu
zprostiedkujicich jim adaptaci na prostfedi, se kterym se jiz dlouho nesetkali a
pfi nasledném vystaveni takovému prostfedi u nich nabyvaji vyznamu
mechynizmy plvodné podruzné nebo regulujici jiné procesy. Toto by mohl byt i

pfipad genu yxkO a s nim spojené reakce na osmoticky stres.

DalSim ukolem v ramci mé diplomové prace bylo studium obecné stresové
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odpovédi u kmenu s mutaci v genu yxkO. Rozhodli jsme se pro sledovani
exprese genu o® regulonu Fidiciho obecnou stresovou odpovéd. Pro tento ucel
jsme pfipravili rekombinantni plazmid nesouci fuzi promotorové €asti genu ctc
kodujici obecné stresovy protein, genu ze o® regulonu, ktery byl pro tento Ucel
jiz dfiv vyuzit (Ray et al. 1985), se strukturni casti reportérového genu lacZ
koédujiciho B - galaktosidazu. Tento konstrukt jsme transformovali do kmenu
Bacillus subtilis 1A680 a Bacillus subtilis MP2. Pouzity plazmid nesl dvojici
homolognich sekvenci k ¢astem genu amyE Bacillus subtilis diky nimz doslo
pomoci dvojitého crossingoveru k vlozeni €asti plazmidu s flizi promotoru ctc a
genu lacZ do chromozomalniho genu amyE u studovanych kmenUl. Tyto kmeny
byly nazvany Bacillus subtilis 1A680/Pctc a Bacillus subtilis MP2/Pctc.

U pfipravenych kmenl byla ovéfena pfitomnost fuzoveného genu ctc/lacZ
pomoci PCR reakce z primerd ymyE2R (primer nasedajici uvnitf genu amyE) a
ctc_prom_R (jeden z primeru pro tvorbu fragmentu ctc_prom). Ovéfeni bylo
doplnéno sekvenaci. Funkénim ovéfenim pfFitomnosti fuze ctc/lacZ bylo
testovani aktivity B - galaktosidazy pfi etanolovém Soku v LB médiu. Toto
ovéfeni ukazalo detekovatelnou aktivitu B - galaktosidazy vzrlstajici po
etanolovém Soku u obou kmenu (obrazek 44, kap. 4.6.3.1) a tedy i funk&nost

naseho systému pro stanoveni miry obecné stresové odpovédi.

Kromé jiz zminéného stanovéni o® odpovédi pro etanolovy $ok, byla mira
obecné stresové odpovédi stanovena také pro Sok osmoticky a to pfi ristu na
komplexnim médiu LB (obrazek 45, kap. 4.6.3.2), na médiu mineralnim KO s
limitujici koncentraci draselnych iontd (obrazek 47, kap. 4.6.3.4) a mineralnim
médiu s nelimitujici koncentraci draselnych iontd K10 (obrazek 46, kap.
4.6.3.3). Dale pak byla také testovana schopnost nahlého snizeni koncentrace
draselnych iontu vyvolat obecnou stresovou odpovéd u Bacillus subtilis 1A680.
Po osmotickém Soku stejné jako po etanolovém byl relativni narust aktivity 8 -
galaktosidazy spojené s expresi z promotoru genu ctc signifikantné vysSi u
divokého kmenu 1A680 nez u kmenu s preruSenim genu yxkO. Z dosazenych
vysledkl vypliva, Ze gen yxkO neni pouze, jako o® zavisly gen, fizen obecnou
stresovou odpovédi, ale Ze se pravdépodobné sam neznamym mechanizmem

Gcastni jeji modulace na Urovné exprese a® genu. Situace pfi osmotickém Soku
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na K 0 médiu s limitaci draselnymi ionty, naznacovala aktivovanou o® odpovéd
u divokého kmenu 1A680 jiz pfed vystaveni osmotickému Soku, tedy aktivaci
prostrfednictvim nizké koncentrace draselnych iontu. Pro ovéfeni této hypotézy,
Ze sniZzeni extracelularni koncentrace draselnych iontu je schopné vyvolat
obecnou stresovou odpovéd u Bacillus subtilis 168 jsme provedli pokus, kdy
byly bakterialni kultury kmenuU Bacillus subtilis 1A680 a Bacillus subtilis MP2
pfeneseny z mineralniho média s dostateCnou koncentraci draselny iont(
pfeneseny do mineralniho média s limitaci draselnych iontd. Kmeny byly
kultivovany v mineralnim médiu s nelimitujici koncentraci draselnych iontd K 10
a po dosazeni optické denzity ODus= 0,4 byly tyto kultury filtrovany pres
bakteriologicky filtr a nasledné resuspendovany a kultivovany v médiu s
limitujici koncentraci draselnych iontd K 0. Stoupajici aktivita B - galaktosidazy u
kmenu Bacillus subtilis 1A680 po pfeneseni do média s limitaci draselnych
iontd potvrzuje pfedpoklad, Ze nedostatek drasliku vyvolava obecnou stresovou
odpovéd. Navic tento pokus potvrdil, Ze je vyvolavana sniZzena mira obecné

stresové odpovédi u kmenu s mutaci genu yxkO Bacillus subtilis MP2.

Toto zjisSténi muze vysvétlovat i pozorovani vlivu genu yxkO na ostatni fenotypy
a nizsi vliv pferuseni tohoto genu v pfirodnich izolatech, ve kterych muze byt
lépe zajiSténo udrzovani homeostaze béhem limitni koncentrace drasliku. Toto
bude muset byt podpofeno dalSimi pokusy. BohuZel se nam nepodafilo pfipravit
mutanty umoznujici méfit miru obecné stresové odpovédi i u ostatnich
testovanych kmend, protoze amy locus, ktery je vyuzit pro vlozeni
rekombinantniho plazmidu ma u téchto kmend pouze 95 a 90% homologii k
amy locusu Bacillus subtilis 168, coz nestaCi k vytvofeni potfebnych
rekombinant. Do budoucna je potfeba upravit pouzité vektory a provést méreni i

na nedomestikovanych kmenech.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo popsat fenotypové projevy, zejména spojené s

rustovymi vlastnostmi, motilitou a schopnosti osmoadaptace u bakterialnich

kmenu rodu Bacillus s prerusenim genu yxkO. Béhem této prace bylo dosazeno

nasledujicich vysledku:

1.

Byly pfipraveny mutantni kmeny odvozené od pfirodniho izolatu Bacillus
subtilis subsp. spizizenii, kmen JTSP, a Bacillus amyloliquefaciens, kmen
JTAM, s pferusenim genu yxkO inzerci plazmidu pMUTIN4.

Na téchto kmenech, ke kterym byl pfipojen také kmen se stejnou mutaci

odvozeny od laboratorniho kmenu Bacillus subtilis 168, kmen MP2,

pfipraveny v nasi laboratofi jiz dfive, byl potvrzen vliv genu yxkO na

osmoadaptaci pfi limitujici koncentraci drasliku v prostfedi, zejména u

kmend MP2 a JTAM. Také byla pozorovana zména morfologie

bakterialnich bunék. U kmenu JTSP byly projevy mutace v yxkO
mnohem slabsi.

U kmend MP2 a JTAM bylo zjisténo zvySeni citlivosti k tetracyklinu

zfejmé v souvislosti vlivu mutace genu yxkO na multifunkéni tetracyklin/

K* pfenaseC TetA(L), respektive TetB, o némz se pfedpoklada, ze se

ucCastni mechanizmu osmoadaptace. Kmen 2A11 byl celkové citlivéjSi k

tetracyklinu nez kmen MP2. U tohoto kmenu nebyl pozorovan vliv

mutace v genu yxkO na citlivost k tetracyklinu. Tento kmen neobsahuje

transportni protein odpovidajici transportéru TetA(L).

PFi studiu vlivu mutace v genu yxkO na motilitu studovanych kmenu byly

pozorovany rozdily mezi jednotlivymi kmeny :

l.  Vliv mutace na motilitu v tekutém meédiu pfi vystaveni osmotickému
Soku. U kmenu MP2 byl potvrzen vliv mutace na motilitu v tekutém
médiu pfi vystaveni osmotickému Soku, na rozdil od pfislusného
divokého kmenu je motilni i po vystaveni osmotickému Soku. Tento
projev nebyl u kmenu JTAM a JTSP pozorovan.

Il. Byl prokazan vliv mutace v genu yxkO na schopnost swarmingu
pouze u kmenu JTAM. Nasledujici stanoveni produkce surfaktinu

(surfaktantu nezbytného pro tento pohyb) nasvédCuje, ze ztrata
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swarmingu u JTAM neni dana naru$enim jeho produkce. JTSP byl
mobilni i po osmotickém Soku.

. Ve v8ech pfipadech porovnavani vlastnosti testovanych kmend byl
pozorovan rozdilny vliv mutace v genu yxkO v zavislosti na urovni
laboratorni  domestikace. U kmenu JTSP  odvozeného od
nedomestikovaného kmenu Bacillus subtilis subsp. spizizenii byl projev
mutace znatelné mensi nez u dvou dalSich kmena.

Byly pfipraveny kmeny Bacillus subtilis 168 a MP2 s detekovatelnou
expresi reprezentativniho genu obecné stresové odpovédi.

Byla méfena mira obecné stresové odpovédi u téchto kmenl pfi
vystaveni osmotickému a etanolovému Soku. Byla detekovana vyznamé
Bylo prokazano, Ze snizeni koncentrace draselnych iontl v prostiedi je

schopné vyvolat obecnou stresovou odpovéd u Bacillus subtilis 168.
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