RuUst a mnozeni bakterii




Rust a mnozeni

» Rust — mikrobialni bunka se nachazi ve
vhodném fyzikalne -chemickem
prostredi, prijima ziviny a syntetizuje
“sama sebe”, zvetsuje svoji hmotnost |
objem

 Mnozeni — po dosazeni daného objemu a
hmotnosti se bunka rozdeli ve dve
dcerinneé bunky




Rust a mnozeni

» Rust jednotlivé burniky — vyvazeny — hmotnost,
objem, obsah DNA, peptidoglykanu atd.
roste za Casovou jednotku rovhomerne.
Jestlize nejsou splnény podminky jde o rust
nevyvazeny.

* Rust populace — pokud jednotlivé bunky
populace vykazuiji rust vyvazeny, nachazi se
populace v ustalenem stavu (ve stavu
dynamickeé rovnovahy)




Dalsi aspekty rustu

Rust nelimitovany — v8echny Ziviny jsou v nadbytku po
celou dobu kultivace

Rust v tekutém prostredi (ve formé homogenni
suspenze) nebo na/v zpevneném prostredi (ve
forme kolonii)

Rust v pfirozeném prostfedi a v prostredi in vitro

Rust v prostfedi homogennim (fermentor) a
nehomogennim (puda, voda)

Rust v prostredi chemicky definovaném

Rust v otevieném (kontinualni kultivace) a uzavieném
(zkumavka)

Rust Cisté a smésné kultury




Bunecny cyklus u bakterii
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C faze — zvétSovani objemu bunky
(Syntéza materialu bunky vcetné syntézy
bunécné stény —vkladanim stavebnich
jednotek na specificka mista). Za€atek
replikace bakterialniho chromozomu (na
iniciaci se podili produkt dnaA genu)

D faze — dokonc¢eni replikace DNA,
vytvareni septa (prepazka tvorena
cytoplazmatickou membranou a
bunécnou sténou). Dokonéeni rozdéleni
bunky ve dvé bunky dcefrinné

Zivotni cyklus trva od 20 do 60 minut
Doba trvani jednotlivych fazi je témeér
konstantni asi 41 min. — C, 20 min. -D
Takze v populaci s dobou zdvojeni 20
min., musi se zdvojit vSechny parametry
(véetné DNA), tzn. ze replikace DNA zacne
po 20 min. bez ohledu na to, zda predtim
zahajené replikace skoncily €i nikoliv




Déeleni bunéek

Bunécna sténa Cytoplazmaticka membrana

Tvorici se prepazka

Bunécdna sténa




Replikace bakterialniho
chromozomu

cytoplazmaticka membran
mesozom
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Pripojeni chromozomu na
specifické misto — replikator
— na cytoplazmatické
membrané (na mezozému)

Vlastni replikace
chromozomu od mista origin
postupuje obousmeérne.
Rychlost inserce je 1700
nukleotidu za sekundu v
replikacni vidlicce
Ukonceni replikace je nutné
pro vytvoreni
transverzalniho septa
Prekryvna replikace — nova
replikace chromozomu
zacina pred dokoncenim
predchozi replikace




Replikace bakterialnino chromozomu

rychie rostouci
buriky

A e e
smér replikace

Pokud bunky rostou za
“normalnich” podminek
pocatek replikace
chromozomu je dan
parametry bunky
(velikost, hmotnost,...)

Pfi rustu v suboptimalnich
podminkach muze
dochazet k prekryvne
replikaci, takze materska
bunka muze obsahovat
chromozom prapravnucky




Repllkace bakterlalnlho chromozomu

* Prostorové oddéleni
chromozomu

*u eukaryot — vreténkem
*u prokaryot intenzivnim

lokalnim rustem mezi misty
-; pripojeni chromozomu k
. cytoplazmatické membrane

/

septum stfed rustové zény




Tvorba septa — deleni bunky

Bez konstrikce u vétsiny G+
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S konstrikci u vétsiny G-
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Proces tvorby septa je zahajen
Invaginaci cytoplazmaticke
membrany

Rust stény, tvorba prepazky je
umoznéna pusobenim enzymu
hydrolyzujicich vazby
peptidoglykanu — autolyzinu.
Tak vznikne prostor pro
vlozeni novych stavebnich
casti do peptidoglykanu.
Peptidoglykan roste do delky s
bunkou (G+) nebo dostrednym
rustem (G-)




Tvorba septa u Escherichia coli

Mimobunecné méchyrky

OM - vnéjSi membrana

MP - peptidoglykan

CM — cytoplazmaticka membrana

U G- se tvorby prepazky
nezucastnuje vnejsi membrana,
takze material je v nadbytku a
vytvareji se mimobunécne
mechyrky

Pomér enzymu syntetizujicich a
hydrolyzujicicch peptidoglykan je
striktné regulovan.Vychyleni
pomeru by znamenalo zastaveni
ristu nebo autolyzu

Fyzické oddeéleni dcerinnych
bunek je uskutecnovano aktivitou
autolyzint

Po rozdéleni mohou byt nekteré
bunky u nékterych druhti pasivné
spojeny extracelularnim tmelem
nebo spoleénou pochvou
(streptokoky, stafylokoky,
neiserie, bakterie vytvarejici
spolecnou pochvu, ...)







Déeleni bunek

» Bunky vzniklé delenim bunky rostouci
vyvazene, nejsou fyziologicky presne
identicke a rovhocennée

* V populaci se nachazeji bunky v odlisnych
fazich zivotniho cyklu (od bunek
nejmensich - tesne po rozdeleni az po
nejvetsi - tesne pred rozdelenim)

» Jednotliva bunka mezi delenimi roste
“‘rovhnomerne” a jeji velikost je funkci Casu




Rust populace v podminkach in vitro

 Staticka kultivace — uzavreny system — vysoka
koncentrace zivin na pocCatku, nizka na konci a
vysoka koncentrace metabolitl na konci kultivace

- Kontinualni — otevreny system — koncentrace
zivin i metabolitu je udrzovana na stanovené
hladine

» Submerzni — vetsinou uzavreny system, zmeny
jsou obdobnée jako u statické kultivace. Trepanim,
provzdusnovanim Ci michanim se zvetsuje
pravdepodobnost kolize ziviny s povrchem bunky.
Populace roste rychleji nez “staticka”




Rychlost déleni (R)
—

Mnozeni mikroorganizmu v podminkach statické
kultivace - rustova kfivka

Lag faze
|. Faze zrychleného rustu
ll. Faze logaritmicka

(exponencialni)
V. Faze zpomaleného rustu

V. Faze stacionarni

Log poétu baktérii

VI. Faze poklesu

VIl. Faze zrychleneho
odumirani
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Rustova krivka

» Lag faze — bunky se vetSinou nemnozi, snizuje se pocet
zivotaschopnych bunék.Buriky se pfizpusobuji prostredi
a syntetizuji potrebne enzymy.Vytvareji se latky
potrebne pro rozdeleni bunky.

» Faze zrychleneho rustu (faze fyziologického miadi) —
bunky jsou prizpusobeny prostredi, ke konci rychle
metabolizuji a deli se. V teto fazi jsou velmi citlivé k
nepfiznivym faktorum.

* Faze logaritmicka (exponencialni) — intenzivni rust, pocet
bunék narusta geometrickou fadou, maly pocet
odumirajicich bunék. Rychlé vyuzivani substratu a velka
tvorba metabolitu




Rustova krivka

» Faze zpomaleného rustu — postupné zpomalovani rustu
a metabolizmu. Zvysuje se pocCet odumirajicich bunek v
dusledku snizeni koncentrace zivin a zvySovani
koncentrace metabolitu (vétSinou toxické povahy).

» Faze stacionarni — pocCet odumirajicich a vznikajicich
bunék se vyrovnava (nulova rustova rychlost). Pocet
bunek dosahuje maxima (M-koncentrace). ZvySena
produkce latek sekundarniho metabolizmu.

* Faze poklesu a faze zrychleného odumirani — narustajici
ubytek bunek, rychlost deleni nabyva negativnich
hodnot. Snizeni koncentrace zivin pod limitni hodnotu.
Postupné odbouravani zasobnich latek.




Rustové konstanty

» Stanovi se na zaklade hodnot ziskanych v
exponencialni fazi rustove krivky
» Zakladnim zakonem rustu a mnozeni

prokaryoticke populace je geometricka
rada s kvocientem 2




Rustové konstanty

 Pocet bunék v puvodni populaci je

Xo

 Pocet bunéek po prvnim déleni (1. generace)
X, = 2X,

 Pocet bunéek po druhém déleni (2. generace)
X, = 2.2.X,

 Pocet bunek po tretim deéleni (3. generace)
X5 = 2.22.x,

 Pocet bunek po n-tem déleni (n generace)
X, =2". X,

« V caset potom
t=nT, kde
n — pocet zdvojeni za dobu t-t,, T doba potrebna k rozdéleni bunky




Rustove konstanty

* Dosadime-li za n=t/T do rovnice
X, = 2" . X,
* Bude se pocet bunek v zavislosti na Case
rovhat x = x,2"7

» Pocet generaci n v case lze vypocist |
pouzitim dekadickych logaritmu

log x =log X, + n log 2




Rustové konstanty

« Jestlize vztahneme n na dobu, po kterou
populace rostla, zjistime prumernou rychlost
deleni (R)

R=l_ 1 dogx—logxo
t log2 t—to

» /Z tohoto vztahu odvodime stredni generacni
dobu (7)

T:l:10g2D (T
R log x —log xo




Rustové konstanty

* V exponencialni fazi plati, ze rychlost rustu
mikrobialni populace je v kterémkoliv
okamziku teto faze umerna poctu bunek

— = UXx
dt ks

« Kde u je konstanta, tzn. rustova rychlost
prepoctena na jednu bunku nebo biomasu a
oznacuje se jako specificka rustova rychlost

1= dx E— In x.1n xo =23 dogx—logxo
dt x [ [ — Lo




Rustové konstanty

* Hodnota p je v exponencialni fazi zavisla na
koncentraci substratu (esencialni ziviny)

S
Ks+ 8§

U=

kde
M, = maximalni rustova rychlost
S = koncentrace substratu

K = saturacni konstanta (zde je Ciselné rovna
koncentraci substratu, pri niz y odpovida polovicni
hodnote . . SkuteCné hodnoty jsou velmi nizke a
vet?llny suBstratL‘] se pohybuji v rozmezi jednotek
mg




Log hustoty baktérii

Diauxie

v i

Vyuzivani
sorbitoh

Tento zpusob rustu je typicky
pro prostredi se dvema
odlisnymi zdroji uhliku a
energie v tekutem prostredi
Nejprve je vyuzivan jeden,
pricemz enzymy pro vyuzivani
druhého jsou blokovany

Po vyCerpani 1. substratu
nastupuje vyuzivani druhého
Rust populace je
charakterizovan dvema lag
fazemi a dvéma log fazemi
Poradi vyuzivani substratu je
regulovano




Mnohonasobna logaritmicka faze

[ « Zpusob ruastu populace, pfi némz
na sebe navazuje nékolik log fazi

» Tyto faze se od sebe liSi rozdilnou
rustovou rychlosti

« Je to odraz zmen prostredi, ke
kterym dochazi v prubehu
kultivace (napr. vyCerpanim jedne
Ziviny a vyuzivanim jiné). Mozné je

| také hromadéni metabolitu, které

I pozdeji vystupuji jako sekundarni

substrat

« Jako regulaéni faktor muze
vystupovat i CO,. Pri suboptimalni
koncentraci jsou syntetizovany
zasobni latky, které jsou nasledne
vyuzivany po vycerpani zakladniho

media

Log hustoty baktérii
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Metody pro stanoveni rustové krivky

* PocCitanim zivych bunek (plothova metoda,
pocitaci komurka)

« Stanovenim optické denzity suspenze
« Stanovenim biomasy




(a) The pour plate method

1.00r0.1ml

o Inoculate

empty plate

9 Add melted
nutrient agar

@ Swirl to mix

@ colonies

grow in and
on solidified
medium

(b) The spread plate method

0.1ml

o Incculate plate
containing
solid medium

e Spread inoculum
over surface
evenly

e Colonies grow
only on surface
of medium




Metody pro stanoveni rustové krivky

* Poditanim zivych bunék — metoda membranovych filtru

74 - S e I
~ nalevka M~ Miska s agarem

~ membranovy filtr
- N\Zakladni deska

I

Pidae




Metody pro stanoveni rustové krivky

* Poditanim zivych bunék — pocitaci komurka




Direct
light
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-

Light-sensitive
detector

Scatterad light
that does not
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Bacterial suspension




Metody pro stanoveni rustové krivky

Stanovenim biomasy
*stanoveni susiny
*rozpustnych bilkovin

*mokre biomasy
*DNA




Synchronizace déeleni

 Pri kultivaci za "normalnich® podminek je mikrobialni
populace fyziologicky heterogenni. Dusledkem je, Zze v
populaci se nachazeji bunky v rtzném stadiu Zivotniho
cyklu.

* Proto hodnota generacni doby vypoctena podle vztahu

T:l:10g2D (Tl
R logx —logxo

je prumérnou hodnotou pro populaci

« K ziskani fyziologicky homogenni populace se pouziva
metody synchronizace, navozujici stav, kdy populace
se chova “jako” individualni bunka




Synchronizace déeleni

* Metody navozeni synchronniho mnozeni

*chladovy sok — zastaveni bunecneho cyklu
ve fazi G1- blokovana syntéza DNA

*zfazovani hladovenim — vyuziti vyzivoveho
signalu (ve fazi G1)

*filtrace membranovymi filtry (zachyceni
bunek o priblizne stejné velikosti)




Rust a mnozeni v podminkach
kontinualni kultivace

Zakladem kontinualni kultivace je eliminace vlivu
limitujiciho faktoru na rust populace

Do kultivacni nadoby je neustale privadeno
cerstvé médium a odvadeno prebytecne vcetne
bunek

Tim se vytvori stav dynamicke rovnovahy a
bunky jsou v ustalenem fyziologickem stavu. V
tomto stavu by bylo moznée udrzovat rostouci
populaci temer neomezenou dobu

Kontinualni kultivace je system otevreny




Zarizeni pro kontinualni kultivaci

1 - rezervoir s zivnym
prostredim

2 - peristalticka pumpa

3 - kultivacni nadoba

4 - jimaci nadrz

S - otvor pro davkovani

6 - pritok zivneho media

/ - michadlo

8 - zarizeni pro odbér vzorku

9 - filtry




Rust a mnozeni v podminkach
kontinualni kultivace

» Turbidostat — vSechny ziviny jsou v
nadbytku. Rust je regulovan rychlosti
pritoku zivného media

» Chemostat — zivné medium priteka
konstantni rychlosti. Rust je regulovan
koncentraci esencialni ziviny




Rust a mnozeni v podminkach
kontinualni kultivace - turbidostat

* Pri kontinualni kultivaci bunek pribyva
podle rovnice

dx = i @)
— = g.I'".h-
dt

* Bunek ubyva podle vztahu

__dx — Kx — Dx (g.".h")
dt V

Kde x — koncentrace bunek, V — objem
kultury (1), w — rychlost pritoku media (I/h)




Rust a mnozeni v podminkach
kontinualni kultivace - turbidostat

» Zredovaci rychlost (D) je dana vztahem

K:D
v

* Doba zdrzeni — je reciproka hodnota D

| 4

D oW
a udava prumérnou dobu, po kterou se partikule v
systemu udrzi

» Jestlize y>D bunek bude pribyvat

<D bunék bude ubyvat

U=D pocet bunek bude temer konstantni




Rust a mnozeni v podminkach
kontinualni kultivace - chemostat

» Specificka rustova rychlost (u) neni pri
Kultivaci v chemostatu konstantou, ale
promenlivou veliCinou, ktera je zavisla na
koncentraci limitujici ziviny

S

Ko +s

M=

* Rychlost rustu je dana vztahem

dx S
— = max = D X
dt (U K +s )




