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Uvod

» Mikrobialni ekotoxikologie je pranik nékolika uznavanych
oboru

 Jejich znalost je podkladem pro chapani ekotoxikologie
mikroorganismu a to jednak sledovanych parametru a
jednak vazeb mikroorganismu k prostfedi a k chemickym
latkam | | | |

Environmentalni : Logickou syntézou vznika nova
mikrobiologie kvalita

’ Ekotoxikologie

__X{(ucinky faktora na organismy)

Mikrobiologie
(mikr. a vSe kolem nich

Mikrobialni ekologie
(vztah mikr. a prostredi)

Env. chemie

Védy o prostredi - .
d chem. latek v prostredi)

(puda, voda ..)

Li~<l9| Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu Snimek 4




Mikroorganismy jsou soucast prostredi

Maji - li byt reakce mikroorganismu studovany v realném
prostredi,
NELZE
- je chapat oddéelené od vlastnosti a zmén prostredi
' | samotného | |

Naopak: variabilita vlivem faktoru prostredi ¢asto zastini efekt
| chemickych latek v prostredi. -
Mikroorganismy jsou soucasti prostredi a podileji se na jeho
VYVOI.

Proto je nutna znalost okolnich faktoru prostredi.
Environmentalni mikrobiologie
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Vyvoj mikrobiologie vs environmentalni mikrobiologie

- mikrobiologie existuje uz 300 let, mikrobialni
ekologie ale az ve 20. stoleti

» dlouho opomijeny mikroorganismy jako slozka
ekosystemu i pres jejich vyznamne funkce

« divod: = "mikro" - nedostatek metod studia,
nepostacujici klasicka ekologie; R. Koch zalozil
techniky izolace a kultivace Cistych kultur - dodnes
se uzivaji; moderni techniky az v poslednich 30
letech (napf. PCR 1985)
zlom na prelomu 20. stoleti, uvédoméni
obrovského rozsahu aktivit mikroorganismu

« S. Winogradskij - sloupce viceméné uzavieny
systém ' : :
mikrobialni

makroekologie,

ekologie, na rozdil od
se odehrava az na odbér

VEg WEW Y
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The Winogradsky Column

7

Aerobic zone—

Anaerobic zone —

One inch of mud
mixed with SO,
and CO5" salts and

Air

Plastic cover or inverted
beaker to minimize
evaporation

Liquid:
approx. 1/4 in

Rust-colored zone
(photosynthetic

nonsulfur bacteria)

Red zone (anaerobic

sulfur photosynthetic
bacteria, e.g.,
Chromatium)

Green to black zone
(anaerobic sulfur
photosynthetic
bacteria, e.qg.,
Chlorobium)

small pieces of
paper.

~|— Rubber stopper
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Uvod
« Mikrobialni ekotoxikologii Ize rozdélit na nékolik dil¢ich

znalosti:

— Mikroorganismy a faktory na né pusobici v realném
prostredi

— Testovaci systémy vyuZzivajici mikroorganismu

— Aplikované obory - biodegradace, bioremediace,
biotechnologie

« Ekotoxikologicky relevantni jsou zejména nasledujici
vlastnosti mikroorganismu:

— Mnozstvi

— Rust

— Metabolické aktivity

— Diverzita spoleCenstev
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ME — skala urovni biologicke integrace

HIGH
| TOXICOLOGICAL
| RELEVANCE

LONG-TERM
RESPONSE

SHORT-TERM
RESPONSE

HIGH
ECOLOGICAL
RELEVANCE

at the various levels of biological

Relationship between the responses
onses. From: Adams et al., 1989.

" integration and the relevance and time span of resp
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Pristupy mikrobialni ekotoxikologie

Testy toxicity \ X Bioindikace \

Retrospektivni udaj o
| > kontaminaci a poskozeni
Parametry typu il vybranych druht
LCx, ECx, IDx ucelnost (populaci)
Standardizované ? Nezname historii
organismy
interpretace Nekontrolované faktory
Standardizované : : :
podminky < | Realna spolec¢enstva

mikroorganismu

Environmentalni smeési
stresoru

Kazdy metodicky pristup ma sva omezeni a muze byt interpretovan pouze
s ohledem na svuj informacni obsah a zaméreni

-S4 Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi Snimek 9
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Pristupy mikrobialni ekotoxikologie

Pristup k hodnoceni ekologickych u€inku:

| Retrospektivni 7

" Akutni = havarie

b ‘ Prospektivni

* hledame kauzalitu
* propojeni mezi ucinky a stresory

* muze
EcoRA

dojit k prohozeni fazi

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi

N\

“Klasika”:

* vim co je stresor (komplex stresoru)
* od jedoducheho ke slozitemu dle:

Zasazeny biologicky systém

Organismus
(1 druh) [1]

Kontaminant

Spolecenstvo
(ekosystém) [2]

Krajina

(region) [3]

Jeden faktor[1] | 11— |12 13
Definovana smés || 21 22 23
(kombinace) [2] \,

Neuréita 31 32 33°

kombinace [3]

/

Roste neurcitost, slozitost a naklady

Klesa moznost exaktnich testu

NarUsta nutnost expertnich posudku
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l. Terénni studie - mikroorganismy jako bioindikatory

* jsou velmi smysluplné vzhledem k zapojeni v cyklech Zivin
a v biotransformacich a biodegradacich

* jsou velmi pragmaticke d|ky existenci rychlych a
jednoduchych testu

* umoznuji dobré modelovani a extrapolace na vyssi
organismy a jiné chemickeé latky

* Jsou podstatne z hlediska celeho ekosystému - stoji na
nizsich trofickych. urovnich a funguiji jako ,,early warning*

jsou moderni, nebot’ vyuzivaji nejnovejsi metody
(molekularni techniky apod.)
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Il. Testy (eko)toxicity - pozitiva

BIOTA KONTAMINANT
(3 [ + W o | 4 1 4
mikroorganismus(y) _~cCista latka(y)
~~ yzorek z ZP

(40 %)

N

- testy jsou provadeny v adekvatni redici rade

- biologicky material jen ve stejné kvalité
- standardni podminky testu
- vystupy NOEC, LOEC, LC.,, EC.,, ICs, ...
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Il. Testy (eko)toxicity - problémy.

U pevnych matric je dulezité hledisko, zda pracovat s
 extraktem z prostredi Ci s pevnou matrici.-

—>— Vodny vyluh
—+ Solid-phase test

—— Organicky extrakt

Inhibice (%)

1200

Koncentrace vzorku (mg.ml'l)

Snimek 13 |
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Prospektivni

Pristupy k ME vyzkumu vs hodnoceni ER
“hodnoceni

Laboratorni testy | '
(eko)toxicity Toxicita
ekologickych rizik

S o

realita umely systém

variabilita nezname faktory ' l
l : l Analyzy ! : .

mikrobialnich : Retrospektivni
spolecenstev v hodnoceni

Ekotoxicita realném prostredi ekologickych rizik

Lijj( .':G} Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganisméi ' : Snimek 14




Terénni studie vs. laboratorni testy
ZAVER
nhutnost optimalniho kompromisu

mezi laboratornimi testy a terénnimi
studiemi

_ _ NAViIC: _ _
moznost oba pristupy kombinovat!

L4l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd ' : : Snimek 15
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“Umoznuje kombinace pfistupt -

MOTTO: Realiable risk assessment focused on real soil environment requires
combination of different approaches
POLLUTANTS
Soil
- > ——
communities
EXTRACTS A
Total content . Associated
Bioavailability compounds .
Mobility (HA, FA, ...)
\ 4
Effect > Toxicity in
- vitro

LAHS  Bis420 Ekotoxikologie mikroorganisma i k k Snimek 16
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Priklad studie: Effects of Road Deicing Salts on Soil Microorganisms

« 3 mista v KRNAP intenzivni soleni
* Sledovan efekt na mikroorganismy

Table 1: Physical-chemical characteristics of the studied soils

. a Cd Zn water extraction (m ) 0.4 M BaCl, extraction (m

;::i:::ﬂ pH (L) ?qi‘ (E“?; (mﬁﬁﬁlgj |].|I%E;-.I':~:1.'n] (rféf'l:-cﬁg] total extraction ok ok

(makg) o™ Ma® o B0 Ca K Mg Ma
Acontrel 378 1200 4 105 71 824 0.35 499 Nl 1.8 104 41 A 53,1 48 17.2
A1m 763" 452" 99.3* 19.0* Ad 044' 035 2010 18* 74.3* 4.7 15* 2040 TRE  E7et 2300
A10m 5.00 14,80 a4.5* 20.8° A2 144 082 1080 az 20.3 18.3* as MBI 48000 400¢ 40,0
A 30 m 410 o5 | 614 21.4* 116 82 10a T az 0.2 - 74 20000 1@00° 308 44.0
Bcontrel  3.88 557 13.8 o4 55 845 0.35 5.7 22 5.3 42 43 152 5.8 A0 A8
E1m T a5 oo BN o % K S U 1= Tod.or 1z i samr . 1sonT 4. =ao
E10 m g50t | 10600 | ezs 17.3* 104* 129 085 0.2 20 a7.0* 20.0¢ =3 200 4280 Ze2 ETT.O°
B 30 m 3.07 2080 | &2 5.0 A 552¢ 079 428 3 78 16.7* e 1580 g27 180 17.3
Ccontrel 3.4 8.83 10.8 8.5 49 8.54 0.35 148 17 8.0 14.5 50 138 33.4 25 11.4
Cim 213" 4,43 0g,2* 128" st 040* 035 a7t &* 102,00 35 15* 1220 252 152 {180.0°
C10m 4.33 4.64* 7.8 58" 43 458 035 105 iz 23.3* 20.0 i5* a4 A6 24 35.8
C 30 m 4.72 564" 428" g.2* o a54° 035 19.4 14 9.0 730 ag* 330 228 80 107.0

"Base saturation, "cation exchange capacity, “electric conductivity at 25 °C, dexchmlgeable acidity.
Asterisk marks statistically significant difference (p<0.05) from the control point of each transect.
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- Priklad studie: Effects of Road Deicing Salts on Soil Microorganisms

Redalné spoleéenstvo mikroorganismu

micraldal Momass
T Cates'l

subsrra-inducad
resplratian

Ieaz=al I-E'Eplli'lll]-ll
T C0 g™ )

1500 -
1250 4
1000 A

O A transect ling
B B iransect ling
B Ctransect line

i
1
a |
I1|‘:.I|I
i
im 10 m

1 rarss of points

F%Fmg h.cl

o
Canbal 1m 10 m
Iransss] poims
=1
z i d
o el
:'__ i g a.c c
T ]
E ’-E ' ;
o T T
Conrol im 10 m nm
tr ansacl poirds

versus

Frelmamangs purs -

Wibro fischen -
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ar el inibition [ %)

Testy toxicity s bakteriemi

[ &transect line

Bl Btransect line
G transect line

o -
LN
a0
20
1] 7 T
) '.,!
A N
20 A ok %
-0 4 v
-60 - d
Contaol 1m A0 m S0 m
ransedt points
] + T
Tt
1
ab ah
=500 A
B
Contral 1m 10 m m
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Vyznam mikrobialni
ekotoxikologie




Environmentalni mikrobiologie a jeji aplikace

Hazardous

Industrial
waste - microbiolo
bioremediation 9y
Soil Food
microbiology | | safety
' : Occupational
(e O health/infection
microbiology Microbiology control
Aquatic | | | Diagnostic
microbiology microbiology
Water :
quality Biotechnology
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Pro¢ ME v hodnoceni ekologickych rizik ?

Troficka Uroven

dekompozitoru

Kolobéh Zivin a
energie

Uroveri
spoleCenstev

Citlivé populace
nebo fyziologické
skupiny

N

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi

Ekologicky

vyznamna
informace

Aplikace rtiznych

pristupt

Fertilita E_

- Biologicky
potencial (kvalita)

Stabilita
ekosystemu

Polni a terénni
studie

X

Modelové
laboratorni studie
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Pro¢ ME v hodnoceni ekologickych rizik ?

Mobilita
Biodostupnost
Akutni toxicita -

Kontaminace
potravnich fetézcu

Interakce se

stresovymi
faktory

Transformace

Biotransformace

Relativhé velka
spoleCenstva

S

'Biodegradace E

Vztahy k rostlinam

Vhodny model a ptdnim
pro prakticke bezobratlym
studie
Mozné studie .
pouze malych
ploch (lokalni
kontaminace)
Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi Snimek 22




Mikroorganismy




Co jsou mikroorganismy

e primarné jednobuné&éné organismy (pseudovicebuné&éné -

viakna, hyfy)

 nemusi ale nutné mit nejjednodussi typ buriky! (napf.
nalevnik)

. prokéryota: bakt-erie a _aktinémycéty (eubakterie,
archaebakterie a sinice)

* eukaryota: zelene rasy, houby, prvoci

LA Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismti
T i g g
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Co jsou mikroorganismy

Soil microbiology movies: | |
http://www.agron.iastate.edu/~loynachan/mov/

Bacilus cereus

Amoeba proteus

mykorrhyza (houba a jetel)
rozsivka ' A

b =i
I';' b S et
¥
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Aktinomycety

« vlaknité grampozitivni bakterie

* hyfy -2 ym prirez x 10 - 50 ym prurez u hub)

* velmi éasté \'; pl‘]dé(_:h (zejména yyééi pH a suééich)
. zpt‘ilsobuji charakter_isticky pt‘]dni odor

« velmi vyznamné pri produkci Iéku, antibiotik

|
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Vyznam bakterii

. cykly prvku a latek

fixace dusiku
dekompozice
symbiozy

patogenni

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Vyznam hub

- symbiotické
. patogenni

- dekompozice (nabourani komplexu ligninu a
humusovych latek

« vyssitolerance k pH nez bakterie (v nizsich pH dominuiji
houby)

Li~Sdl  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd Snimek 28




Vyznam prvoku

. potravni fetézce (predatofi + konzumenti + destruenti +

producenti)
« konzumuiji bakterie — podporuiji jejich rust

 dekompozice OM

« fagotrofie a heterotrofie — cykly latek, uvolneéeni latek z

bakterialni biomasy

« autotrofie — rasy - producenti

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism
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Ekologicka klasifikace mikroorganismu

« Autochthonni

= pFifozené_ se vyskytuj ici

* prezivaji, rostou a jsou aktivni

— obsazuji ekologickeé niky .

e podle fyz-chem vlastnosti jsou obsazeny kompatibilni fyziologii

« _kompetice

— nizke ale konstantni aktivity

substrat

rast

¢as

L4l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd
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Ekologicka klasifikace mikroorganismu

- Zymogenni
= pFifozené_ se vyskytuj ici

— periodicka aktivita Sl

L4l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd
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Ekologicka klasifikace mikroorganismu

« Allochthonni
— cizi
— prechodne, nestale
— zadna funkéni nika

— do-ekosystemu vnhesene -
* napr. E. coli

]
L4l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd ' ' ' Snimek 32
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Evoluce mikroorganismu

1 4

existuji uz 3,5 miliard let (pro srovnani: vicebun&éné
organismy ,jen“ 0,6 mid let)

evoluce vsSech zékladnl’ch biochemickych mechanismu

v u Nl N

forem zivota, jak je zname dnes

jeste pred rozstepenim na dalsi vetve jiz muselo existovat:
* DNA - nese dédi¢nou informaci
* . RNA
« ATP - nosiC energie
« H* transportni systemy
» glykolyza
» cyklus trikarboxylove kysellny
- fotosyntéza
 fixace CO,

L=l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu Snimek 33




Fyziologicka evoluce

-.metanogennl’ archaebakterie
- glykolyza, kvaseni
- aerobni respirace vyuzivajici S a produkujici H,S

- fotosyntéza - fotosystém I

} H,S je donor elektronu
- sinice - fotosyntéza - fotosystém |

- fotosyntéza s vodou jako donorem elektronu (cca 2 - 2,5 mid let)

--O, je stale toxicky pro vétsSinu bakterii

- vznik kyslikové atmosféry => snizeni UV 200 nm => snizeni abiotické syntézy
organickych latek => vznik potravnich siti

- vznik fixace N, (nutna ochrana enzymu nitrogenazy pred O,)
-'procesy oxidace - chemoautotrofie - oxidace anorgénickych latek

- procesy oxidace - heterotrofie - oxidace organickych latek

L~ Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu Snimek 34




Vyhody mikroorganismu v evoluci

- Beijerinck: "Everything is everywhere, the environment
selects”

mnohem kratSi generacni doba (30 min) nez u vyssich
organismu =» zmény v genetické informaci se mohou velmi
rychle uchytit a rozsirit (priklad - mikrobialni resistance vuci
antibiotikum) =» obrovska pfizpusobivost

geneticka variabilita je zaklad evoluce - u prokaryot jsou
zodpovédné zejména mutace (hlavné vliv prostredi - tzv.
periodicka selekce), kdezto u eukaryot jsou to rekombinace
(mensi vliv prostredi)

« viceméne vsSude nejaka forma sexualniho procesu:
konjugace, spajeni apod. = vymena DNA

Li~<l9| Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu Snimek 35 35




Evoluce Eukaryot

« ccapied 2 mid let

« spojovaci clanek byly Archaeozoa - nekteré znaky bct (chybi
mitochondrie, maji 70S ribozomy, nemaji Golgiho aparat)

* prvoci se objevuji jako prvni eukaryota (biCik 9+2, fagocytoza atd.
atd. ) a ,,nejmladé_i“ jsou bic':iko_vci

. nésled_uji chromista (rozsivky a r_uduchy) a ze_lené rasy
* houby, zivoCichoveé a rostliny

* houby pred 400 mil let z prvoku (chitin v bun. stene)
,hejmodernéjsi“ mikroorganismy

« kvasinky jako jednobunécné organismy az druhotné

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism Snimek 36
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Endosymbioticka teorie

LIPS Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismil

Fungi /- Animals
Frotozoa Plants
Chloroplasts
Cyanobacteria

\ Mitochondria

bF’UFD'E
acteria
/ Cytoplasm erd \
Archaea Urcaryote Bacteria
Progenote
Figure 2.4

The evolution of the Eucarya, involving acquisition of
cytoplasm and organelles from Bacteria and Archaea
(Source: Woese et al. 1990.)




- Moderni rozdeleni — 3 skupiny

d —
Green bacteria
Flavobecteria
Spirochetes
BACTERIA Furple bacteria
Gram-positive bacteria
Cyanobacteria
Deinococci
Thermotogales
Aquificales
ARCHAEA,
| Extremne halophiles
Methanogens
Extreme thermophiles
Plants
EUCARYA -I_ i R
Animals
Ciliates
Cellular slime molds
| Flagellates
' Microsporidia
Figure A
The three domains of life (Bacteria, Archaea, and Eucarya) and the major evolution-
ary lines of descent within those domains. (Source: Based on Woese et al. 1992.)
I |
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‘Biochemie a
metabolismus
mikroorganismu

RS
S o

OA’ENSXS )




Metabolismus mikrobialnich bunek obecne

Waste products

Nutrients for
biosynthesis

Energy

Ism for biosynthesis

Energy

Motility, transpo
Precursors of nutrient,
for biosynthesis etc
Catabolism

Cellular
components

1

Chemicals, light
(energy)

]
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Autotrofie

Vsechny bun&&né sloiky syntetizuji 7 anorganickyéh latek (H,0O, COz, NH,
a H,S).

1) Fotoautotrofie (fotolitotrofie)

- zdroj E je svétlo, fotosynteéza, CalvinGv cyklus fixace CO,
- bct. maji bakteriochlorofyl a zdroj H a e- je H,S Ci H,

- sinice +-rostliny maiji chlorofyl a zdrojem H a e- je .HZO

2) Chemoautotrofie (chemolithotrofie)

- pouze u nékterych bakterii - energie z oxidace anorganickych latek (H.,
S, Fe!, Mn', NO,, NH,*, H,S, CH,, CS,, CHOH atd.) molekulovym
kyslikem - striktné aerobni

- velmi mala energeticka ucinnost (Jen 8% celkove energie) - evolucne
nevyhodné, citlivé vuci stresu

- CO, je zdroj uhliku

Li~Sdl  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd Snimek 41




Heterotrofie

- potrebuji organicke latky, které nejsou schopni syntetizovat

1) Fotoorganotrofie
- zdroj energie je svétlo, ale zdroj uhliku neni CO, ale acetat, pyruvat,
fumarat apod., které slouzi take jako donor vodiku .

2) Chemoorganotrofie

- vétsina bakterii a vSechny houby a zivocCichove

- aerobni respirace (oxidace) - kyslik molekulovy jako akceptor elektronu
- kvaseni | | | |

- anaerobni respirace (oxidace) - kyslik z anorganickych latek jako
akceptor elektronu (denitrifikace, desulfurikace apod.)

|
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Metabolismus - summary
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‘Metabolismus mikroorganismu

]

Redox Column Microbial zones Major reactions
gradient
h Cover
-‘-\_‘-_"_-——.-.r
Aerobic e Algae, Cyanobacteria CO, -» CH,0, H,0 -0,
ater Aerobic heterotrophs CH,0 — CO0,,0, »H;0O
L H,S-oxidizers HpS — 8% COy — CH,0
""""" " Facultative anaerobes CH;0 —CO; + H;
Micro- Purple non-sulfur CH.O —H,, COs —» CHO
aerophilic & phatcheterctrophs
Anaerobic <—— Purple sulfur bacteria H,S — 8% CO, - CH50
§§§§§ <—— Grsen sulfur bacteria H,S 8% CO, —CH,0
iment "
EECmen! Sulfate reducers 8042 = H,S, CHy0 —CO,
HzS Call, + Cat0, Fermentative heterotrophs ~ CH.0 — CO; + H

Stopper

A Winogradsky cclumn, prepared in a g ass or clear plastic cylinder. Distinct layers of
microorganisms develop that model the spatial distribution of these populations in

anoxic water columns. The sulfate reducers, the purple and g-een sulfur bacteria, and
‘ the sulfide oxidizers are all involved in the sulfur cycle.
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Srovnani prokaryota vs. eukaryota

- velikost cca 1 ym

- cytoplazmaticka membrana
- zakladni cytoplazma

- bunééna sténa

(peptidoglykan, G* a G")

- vakuoly

- biciky

(jednoduchy)

- ribosomy

(volné 70S: 5, 16 a 23S)

- jadro

(velmi dlouha kruhova DNA - nukleoid, haploidni ...)
- bunécné inkluze

L~<4| Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu

- velikost cca desitky pm

- cytoplazmaticka membrana
- zakladni cytoplazma

- bunééna sténa

(nema peptidoglykan, houby maji chitin)
- vakuoly

- biciky

(9+2 usporadani)

- ribosomy -
(vazané na ER, 80S)

- jadro

(2 membrany, péry, chromozoémy, histony ...)
- bunécné inkluze

- mitochondrie

-ER

- jaderna membrana

- Golgiho aparat

- plastidy

- délici vieténko
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Ribosomes
Mitochondrion

Endoplasmic
reticulum

Nucleus

Nucleolus

Cell wall

Golgi apparatus
Storage vesicle

FIGURE 2.16 Structure of a typical fungal cell.

—

Lol wall

Cell membrane

Cell exterior
FIGURE 2.17 Structure of a fungal cell wall.
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Flagellum
Ribosomes
Cytoplasm ﬁ

-

.
Nucleus ' .
Nucleolus !
Endoplasmic y
reticulum
Chloroplast
Mitochondrion

Starch vacuole

Cell wall

FIGURE 2.18 Structure of a typical algal cell.
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

- vétSinou jednobunécéné => relativné jednoduché interpretace vysledku
- &asto haploidni genom => fenotyp=genotyp

- rychly rust a moznost studovat nékolik generaci v kratké dobé

- moinos_t studovat Celé spoleéenstva a populace |

- moznost pracovat s vysokou diverzitou a variabilitou

- moinosf studovat jak épecifické, ta-k obecné fun-kce

- moznost studovat stejnou populaci v realném ekosystému i v laboratofri

|
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

Zejména svét prokaryot ma z ekotoxikologického hlediska
velmi vyznamna specifika

Neni kompartmentace bunky - toxické latce staCi pouze proniknout pres
membranu

Vysoka BIODIVERZITA:

1) Vysoka geneticka a fenotypova promenlivost:

* haploidni genom

* intenzivni horizontalni prfenos genetické informace i mezi druhy (konjugace,
transformace, transdukce)

2) Vysoka funkEéni variabilita - Siroké spektrum energetickych strategii,
metabolickych typu (autotrofie i heterotrofie) — vyhoda pro vyvoj novych testu

3) Vysoka ekologicka diverzita - rozmanité a proménlivé rustové (zivotni)
strategie

- fenotypova adaptace

« sporulace (endospory, spory aktinomycet, cysty
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

VVyhodou mikroorganismu je, Ze umoziuji najednou hodnotit velké
mnozstvi parametru i napfiklad souc¢asné hodnoceni
biodegradace organicke latky a vlivu na mikrobialni procesy.

total number m.o.
r m.g ~ 260
- L 200 ]
: 5
=3
- =
o
]
B L 100
£
50
[] T T T
) 5 10 15 20 25 30

time (weeks) ———»

FIGURE 2. o-HCH degradation in relation to totai number of microorganisms,
nurr]t_)er of a-HCH degraders, basal respiration, glutamic acid decom-
position, phosphatase, B-glucosidase, rhodanase, and urease.
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

>»Environmentalni znecisténi u mikroorganismu pusobi jako stresovy faktor
vyvolavajici selekci resistantnich kmenu a druhu:

- resistantni druhy mohou rychle vyuzit mrtvé bunky citlivéjSich druht jako substrat, coz muze
fungovat jako stimulace

- z toho také vyplyva, ze ucCinek znecisténi zavisi na historii spoleCenstva
- relativné rychla selekce muaze ovlivhovat vysledky toxikologickych testu

Priklad: Abundance bakterii v riznych sedimentech 1 mésic po olejové havarii Amoco Cadiz

Total number of Hydrocarbon
. bacteria utilizing bacteria

(10%/g sediment) | (10°/g sediment)

Oiled sites

Salt march 630000 =14 000
Estuary - high intertidal 190 000 18
Estuary - low intertidal 690 000 390
Sandy beach 100 000 350
Reference sites

Salt march 96 000 0,52
Beach 45000 0,38

|
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

Bakterialni bufika je relativné mala, ma viak velky sbecificky povréh:

Priklad: Chlamydia: 0,3 x 0,3 ym; E. coli: 2-3 pm x 0,4-0,6 um; Chromatium; 25 x 10 um

Burika Primér (um) Povrch (um®) Objem (nm’)  Specificky povrch (um™)

Rickettsie 0,3 0,3 0,01 30
Typicky kokus 1 Ciay 0,5 _ 6

Kvasinka 10 314 523 0,6
Jaterni bunka 20 1256 4187 0,3

Vzhledem k tomu jsou minimalizovany Casy potrebné na proniknuti
latky do bunék a roste pravdepodobnost rychlé kolize s
vhitrobunécnymi receptory

Vysoka pravdepodobnost reakce povrchu bunky s aktivhimi latkami
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Pro€¢ mikroorganismy v ekotoxikologii ?

Je velmi vysoka rychlost metabollsmu (anabollsmu i
katabolismu)

Rychlost metabolismu prokaryot navozuje energeticke
aspekty vlivu stresovych faktoru (jsou citlivéjSi)

Buiika Rychlost dychani (ml O, . h"' . mg™ ;)
bakterialni ' ' 300 |

srde¢ni 3

jaterni 1

Ll-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi
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Mikrobrganismy a
toxicke latky




Pusobeni toxickych latek v bunce

 funkce ¢€asu - linearni, u chronického pusobeni spiSe
klesa s dobou pusobeni (dusledek adaptace)

 funkce koncentrace - DOSE - RESPONSE

« vliv jaka je bunka typu (prokaryoticka Ci eukaryoticka,
G+ Ci G-, typ metabolismu)

« vliv stavu buneéek (faze bunecneho cyklu, spora Ci ne)

T
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The ecotoxicological profile of pesticides and heavy metals.
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Povrchové bariéry mikroorganismu

- dulezité proto, ze mikrobialni ekotoxikologie MUSI uvazovat
interakce bunék s vnéjSim prostiedim

- biomembrana - biofilm z fosfolipidu, procesy transportu:
difuze, aktivni transport (pinocytoza, fagocytoza ...)

- model mozaiky; situovana zde cela rada enzymu u
prokaryot elektrontransportni systemy

- Definuje antigenni vlastnosti bunek
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Cxtoelazmatické membrana

|
Cytoplazmaticka membrana je polyfunkéni : :
- je stredem vektorového metabolismu daného koncentraénim gradientem
molekul iontd

- jsou zde situovdny
- respiradni Fetézce a mnohadetné enzymové systémy
- apardt fotosyntézy, ATP-iza
- transportni proteiny
- je zde zakotven biCik

- je mistem syntézy a hydrolyzy fosfolipidd
- probiha zde posledni krok syntézy bunécné stény
- braje dominantni @lohu pri replikaci DNA
(pripojena DNA v misté, kde je lokalizovin replikacni aparit)
- zaji§t'uje piisun Zivin a zdrovei izoluje od vnéjSiho prostredi

- na povrchu je kryta buné¢nou sténou, ktera jiZ neni plné prichodna pro
makromolekuly .

- mezi membrinou a sténou je tzv. periplazmovy prostor, ve kterém mohou
fungovat nékteré enzymatické aktivity
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FIGURE 17.4 Mechanisms of metal (M) flux across the microbial
~ell membrane. (Adapted from Simkiss and Taylor, 1989.)




Bunécna sténa

a G- DaKterie :

Lipoteichoic acid
Teichoic acid

“4‘ ' Yt ‘ ,j(:‘,”.:' g b :' '! .
Porins 4= o 4.____,_..- Lipopolysaccharide

Juter membrane —H i f% | ! |
: 2 Peptidoglycan \L |

Periplasmic

— space

Proteins

Membrane proteins
Gram negative Lipids Gram positive

FIGURE 2.12 Comparison of gram-positive and gram-negative bacterial cell walls.
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Specifické vlastnosti mikroorganismu ve vztahu k jejich ekotoxikologii

Gramnegativni bakterie

- G- sténa je ten€i a méné hmotna

- kocovy D-alanin fetizku je spojen s di-aminopimelovou kyselinou jiného retizku

- obsahuje i tzv. vnéjSi membranu, ktera udéluje antigenni specifitu

Chamicka analjza

Elektronovy mikroskop

i[ | lipopalysacharidova vrsiva
f | (ng;

globularni hilkoviny

|
Yy e4
I

Wl /71 peplidaglykancvd vrst
7 Srrr A PEPTICOQ ykanova vrsfva
Lirtlrrt?, 7 % _

11177107770

W lipoproteinava vratva W%E /Z/
| 1 i
I

Schéma bunédné stény gramnegativnich baktérii.

oM G...
L—deu .. .G—*i“;f-— G...
D--t?Eu L—-ﬁli.[a
D%P D-{IS{U
J—ala DI-}P
O—Alg

E

Adhezivni mista meri vnéjdi a2 cytoplazmatickou membriaou E. cofi. Nahofe schéma
prurezu adhezivniho mista a migrace molekuly z vnitfni do vnéj3 membriny, dole perspektiva
tez buiikou; ¥M — vnéjdi membrina, CM — cytoplazmaticki membrina, PP — periplazmovy
prostor, C — cytoplazma, YP — vnéji prostiedi. (Podle Inauye, 1979.)
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Specifické vliastnosti mikroorganismﬁ ve vztahu k 'Ie'lich ekotoxikologii

|
Grampozitivni bakterie - : .

- kocovy D-alanin fetizku je spojen s di-aminopimelovou kyselinou jiného fetizku pres radu jinych
aminokyselin

- G+ sténa ma mnoho takovych.vrstev

- sitovina polymeru je pevnéjsi nez u G-

- navic maiji ruzné substituované teichoové kyseliny kotvici sténu k membrané

- t. kyseliny se vazi na peptidoglykan a vazi dvojmocné kationty

- bunécna sténa G+ neobsahuije lipidy

— e ' ' e 1 Fe=Fk
-6 !kﬁ G E’Eg—_?i? ? “fminocukr); cuke
L—ﬁik[ﬂ _ ' . _G—‘ﬁ;l"’- G.... g oH (':Hze- mim Qhamirs
O—0Gilu I —Ala L—Ala ' o . .
t - ' ! ;
L—ys | L—Alg-L—Alg U""?IU/' : . -
0—Alg— (—Ala-l—algt—Ald - t—tys | AR -
(—Alg-L—Alg-—Ale-—Thr| D—Ala H @ ;
L Sy-Gly-Gly-Gly-Gy » | Ry @
: 5 2; 13 1 ﬂu-i 56321
?H 56321 E . It 1 11 -
_O,i‘w ._(’:—(;:—(_1‘,-0-!2-0‘,?‘0'”25 ¢ CH,OH .
g! O-aianin i R T:IF{‘J E R [-atanin 7 Ho Y - 0— (I}:?‘;ﬁ?'z
: (H=NFp - _ 0. HL—0—P——
'R = H; cukr; aminocukr - _ )
L : : H Giyearalteichoové kyscliny.
Ribitoiteichoové kyseliny.
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Pusobeni toxickych latek v bunce

Jedy nespecifické:

- nespecificky narusuji struktury bunky

- napf. kyseliny a zasady, soli tézkych kovu (srazi bilkoviny cytoplazmy),
halogeny, alkoholy, aldehydy

Jedy specifické

- enzymove jedy

- mitotické jedy - u eukaryot blokuji prubéh mitdzy

- cytostatika - zastavuji bunécne déleni

- mutageny

- kancerogeny - nema smysl je takto brat u mikroorganismdu!
- antibiotika - blokuji nékteré syntezy
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Pfistupx mikrobialni ekotoxikologie
Obecna klasiTikace onmRy’- ch ucinku : . . =T

Podle mista ucinku
- receptorove reakce na membrane
- reakce na urovni genomu

Podle typu ucinku casto rozliSované
- toxicita dioxinového typu

- promoce a karcinogeneze

- Xenoestrogenni aktivita

NIC z toho nelze pozorovat na urovni mikroorganismu

Mozné klasifikace toxickych aéinki u MIKROORGANISMU:

1) Poruchy bunééného cyklu - celularni uroven, déleni, kratkodobé ucinky
2) Genotoxické ucinky - uroven genomu
3) Receptorové interakce na membranach av cytoplazme poruchy fyZ|oIog|ckych

funkci

Kazdy ukazatel toxicity je do urcité miry integrujici - tedy odrazi riznou uroven
"akumulace" skodlivych vlivl - horsi interpretace
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Ruzné toxické efekt

¢ Cell membrane disruption
Hg, P, Zn, NI, Cu, Cd

Inhibition of transcription el
¢ Inhibition of

H
* 2 enzymatic activity
¢ DNA =J» mRNA Protein synthesis (antimetabolite)
Hg, Pb, As, Cd, Cu

Inhibition of translation
Hg, Pb, Cd

¢ Protein denaturation
Hg, Pb, Cd

DNA damage
Hg, Pb, Cd, As

¢+ Inhibition of cell division
Pb, Cd, Hg, Ni

FIGURE 17.3 Summary of the various toxic influences of metals on the microbial cell demonstrating the
] &

ubiquity of metal toxicity. Metal toxicity generally inhibits cell division and metabolism. As a result of this

ubiquity, microorganisms have to develop “global” mechanisms of resistance that protect the entire cell from

metal toxicity.




Mechanismy vzdorovani toxickym vlivum
CH.Hg'

(CH) Hg | |
™ Hg /EPS sequestration
_ ol Volatilization / ——¢cg>
— % ___fRCHE e
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Intracellular

sequestration

Quter membrane
or cell wall binding
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Hg—3» Hg
CU —3p- CU"

Precipitation as
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Cd™ —P» CdS
Cd'=—3» CdPO

In response to metal toxicity, many microorganisms have developed unique mechanisms

FIGURE 17.5
to resist and detoxify harmful metals. These mechanisms of resistance may be intracellular or extracellular
and may be specific to a particular metal, or a general mechanism able to interact with a variety of metals.




