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N&azov objavu:

Nevy druh mikroorganizmu Prototheca hydrocarbonea

Predmet objavu:

1. Jav spocivajuci v existencii nového druhu heterotréfnej riasy, nazvanej
autormi Prototheca hydrocarbonea.

2. Vlastnosti nového druhu tejto bezfarbej riasy, uvedenej v bode 1, spo-
¢ivajice v schopnosti rédst za podmienok heterotréfnej vyZivy, vyuZivat
D-xyl6zu a n-alkéany.



Objav.sa tytka nového druhu mikroorga-
nizmu, Prototheca hydrocarbonea.

Z ropného kalu boli izolované rozne kme-
ne mikrcorganizmov, ktoré boli schopné
rdst na uhlovodikoch ako jedinom zdroji
uhlika. Dva z tychto kmenov sme urcili ako
bezfarebné riasy. Fylogeneticky pévod bez
farebnych rias nebol doposial vysvetleny.
Povodne ich pokladali za zelené riasy, ktoré
stratili schopnost vytvarat chlorofyl. Zistilo
sa v8ak, Ze bezfarebné plastidy (leukoplas-
ty) neobsahuja Skrob, ale iny polysacharid.
Vorisek a Kockova-Kratochvilova (Vorisek
]., Kockovéa-Kratochvilovd A., Ztschr. allg.
Mikrobiol. 15: 203—209, 1975) zistili, Ze re-
zervny polysacharid u izolovanych kmenov
je galaktanového typu. Turner a Lloyd (Tur-
ner G., Lloyd D., Biochem. J. 99: 550, 1967)
uz pred tym dokdzali v tomto polysacharide
tieZ gluk6zu a mandézu. Tak sa dokdzalo, Ze
je podstatny rozdiel medzi zelenou riasou
Chlorellou a jej mutantmi a medzi tymto ty-
pom heterotréfnej riasy, Prototheca.

Dva kmene izolovanej Prototheca boli
oznatené CCY 70-1-1 a CCY 70-1-2 a udrZia-
vaja sa na sladinovom agare, ale tieZ na aga-
roch z ovocnych a zeleninovych Stiav. Kme-
ne boli podrobne identifikované testami po-
pisanymi Kockovou-Kratochvilovou a spol.
(Kockova-Kratochvilova A., Slavikova E., Jen-
sen V., J. gen. Microbiol. 104: 257, 1978) ale-
bo v niektorej skorSej prdci tu citovanej.
Morfolégia buniek, ich rozmnoZovanie a Zi-
votns cyklus ukazali, Ze ide o riasu. Zivotny
cyklus Prototheca hydrocarbonea znéazoriiu-
je obr. 1: 1 — Osemspoérovy askus, 2 — po
prasknuti bunkovej steny sa spéry uvolnia,
3 — spoOry narastaju (niekedy uZ v asku) a
s zrnité, 4 — zrnitost buniek je pravidelna,
pri stendch sa vacsie zrnkéd ako v strede bu-
niek, 5 — zrnitost je len pri stendch buniek.
K tomuto procesu je potrebny pristup kysli-
ka. 8 — v asku sa vytvoria $tyri spory, ne-
skor 8 aZ 16, prip. aj viacej a cyklus sa opa-
kuje. 7 — zo S$tddia 5 sa moéZu vytvorit aj
mensie asky s dvoma sporami, medzi ktory-
mi sa vytvaraji prepazky. Tieto asky su

hrubostenné. 8 — steny askov praskaji a
uvolnuja spory. 8 — spory narastaji v zrni-
té bunky. 10 — tieto bunky ststredia zrni-

tost ku stendm, na C¢o potrebujia kyslik, a
prechddzaju vo viacsporovy askus. Niekedy
dvojsporovy askus (7) prejde na $tvorsporo-
vy a viacsporovy. Hlavny cyklus sa potom
vZdy opakuje. Cely tento Zivotny cyklus a
Struktiru jednotlivych bunkovych $tadii po-

drobne popisali a elektron opticky dokumen-
tovali autorky (Kockova-Kratochvilovd A.,
Havelkova M., Ztschr. allg. Mikrobiol. 14:
123—134, 1974). Morfologické vlastnosti jed-
notlivych §tadii Zivotného cyklu sa uvedené
v tab. 1.

V tekutom Zivnom prostredi vytvaraji ob-
javené druhy usadeninu a pri povrchu ten-
ki kozku. Kolonie st na pevnom agare
okriuhle, mdkkeé, biele s mierne matnym po-
vrchom.

Novopopisany druh sa odliSuje od dosial
popisanych druhov rodu Prototheca tym, Ze
rastie v Sirokom rozmedzi tepldt, od 8°C
az do 42 °C. Nekvasi Ziadny cukor. Asimiluje
glukoézu, galaktézu, xylézu a inozitol, ale
neasimiluje maltézu, sacharoézu, laktozu,
sorbézu, melibiozu, rafinézu, melezitézu, tre-
halézu, celobiézu, maltotriézu, dextrin, ribi-
tol, arabinitol, erytritol, galaktitol, glucitol,
ani manitol. Neasimiluje KNOs3 ani lyzin, ale
siran amoOnny a pepton. Asimiluje n-alkdny
s retazou Ci4—Ci6. Fyziologické vlastnosti
oboch izolovanych kmeriov uvadza tab. 2,
tab. 3 a tab. 4.

Popisané kmene potrebuja, aby v prostredi
boli pritomné vitaminy. Si slabo osmofilné
(v 60 9% sacharoze nerasta a v 10 % gluko-
ze s 5 9 NaCl len slabo. Zna€aja dobre in-
hibitory ligninového charakteru a karame-
lizacné produkty v hydrolyzdtoch rdéznych
polnohospodérskych odpadov. 2%néa kyseli-
na mlie¢na inhibuje novy druh od 0—11 %
rastu. Uredzu neprodukuju. Aktivita katala-
zy je velka. Zelatinu neskvapaliiuji. Kmene
st pomerne odolné voci aktidionu v koncen-
tracii 0,1 az 500 ug na kotucik.

A7z do popisania nového druhu Prototheca
hydrocarbonea bolo zndmych pét druhov
tohoto rodu bezfarebnych rias: Prototheca
filamenta (ktord bola neskorSie ako druh
bezfarebnych rias zruSend a preradend k hu-
bam), Prototheca stagnora, Prototheca zop-
fii, Prototheca moriformis a Prototheca
wickerhamii. Tu popisany novy druh patri
k skupine prototék, ktoré neasimiluji sa-
charoézu, trehalézu ani laktézu. Z tychto pia-
tich druhov je v tejto skupine jedine Proto-
theca zopfii.

Novy druh sa odliSuje od Prototheca zop-
fii tym, Ze vyuZiva xylézu k rastu a ako
zdroj energie, ¢o P. zopfii nie je schopné.
Novy druh mé tieZ vacSie rozmery buniek,
sporangil aj spor. Rastie dobre pri teplote
42 °C.



Tabulka 1

Mikrometrické udaje o bunkdch nového druhu Prototheca hydrocarbonea

Bunky

CCY 70-1-1

CCY 70-1-2

Priemerne diZky buniek

Priemerné Sirky buniek

Pomer mezi diZzkou a $irkou

Priemerné dlzky autosp6r v osemspérovych
sporangidch

Priemerné Sirky autospor v osemspérovych
sporangidch

Pomer mezi diZkou a Sfrkou autospér
v osemspoérovych sporangidch

Priemerna dizka autospér v dvojspérovych
sporangidch

Priemernd Sirka autosp6r v dvojsporovych
sporangidch

Pomer medzi dlZkou a 3irkou autosp6r
v dvojspérovych sporangidch

Korelaény koeficient medzi dizkou a $irkou
buniek

7,40 + 0,43 um
577 + 0,36 um
1,28
3,70 + 0,24 um
2,18 + 0,16 um
1,35
3,75 + 0,20 um
2,00 + 0,17 um
1,87
0,449

7,72 + 0,36 um
6,60 + 0,37 um
1,15
3,89 + 0,19 ym
2,96 + 0,18 um

1,31

.
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0,22 pm
2,15 + 0,21 um
1,79
0,510

Tabulka 2

Asimildcia réznych C-zdrojov u nového druhu Prototheca hydrocarbonea

C-zdroj

CCY 70-1-1

CCY 70-1-2

Gluko6za
Frukt6za
Galakioza
Maltoza
Sacharéza
Laktb6za
Melibi6za
Trehal6za
Celobi6za
Melicit6za
Raf'n6za
Sorbo6za
Fukoza

Xyl6za
1l-arabiné6za
Ribitol
Arabinitol
Glucitol
Galaktitol
Manitol
Erytritol
Inositol
Maltotri6za
Maltotetra6za
Niz8ie dextriny
Rozpustny §krob
Inulin
Glykogén
Hexadekén
zmes n-alkdnov (C14—Ci6)
Mepasin (Cs—C22)

_|_
+
+

+
+
T

Vysvetlenie:
— nerastie
-+ rastie



Tabulka 3

Asimildacia roznych N-zdrojov u nového druhu Prototheca hydrocarbonea

N-zdroj

CCY 70-1-1

CCY 70-1-2

(NH4)2S04 (siran amoénny)
KNOs (dusic¢nan draselny)
Pepton

1-lyzin

tryptofan

=i

BEZE .

Fyziologické vlastnosti nového druhu Prototheca hydrocarbonea

Vlastnosti

CCY 70-1-1 CCY 70-1-2

5°C
28 °C
42 °C
Rast v prostredi bez vitaminov
Rast v osmoticky aktivnych prostrediach:
s 60% sacharo6zou,
s 10% gluko6zou a 5 % NaCl
Inhibicia rastu 2% kyselinou mlie¢nou
Test s kyselinou fosfomolybdénovou
Kvasenie cukrov
Stiepenie arbutinu
Aktivita ureézy
Chromatograficky dokaz Stiepenia rafin6zy
Aktivita kataldzy
Stekucovanie Zelatiny
Vplyv 0,1—500 ug aktidionu/disk

Rast pri teplote:

| =]
} 1|

4]
11 %
néter biely

(+)
nater biely

(+)
+

dobry rast

(+)
+

dobry rast

Vysvetlenie:
— nerastie, test negativny
-+ rastie, test pozitivny
(-}) slaby rast, slaby vysledok testu

Vyznam novopopisaného druhu spoéiva
predovdetkym v tom, Ze méZe byf{ vhodnym
modelom pre Stadium cytokinetiky. Pre toto
Stadium je idedlnym objektom, pretoZe je to
organizmus jednobunkovy, dobre rastici na
beznych pddach a md prednosti pred Chlo-
rella v tom, Ze nie je ovplyiliovany svetlom.
Pocas Zivotného cyklu tohoto organizmu do-
chadza k dvom aj viacerym za sebou nasle-
dujicim delenim jadier, ale nedochdadza k
deleniu bunky. Cytokinéza sa modZe oddelit
od procesov ako je syntéza DNA, mitoza ale-
bo rast cytoplazmy. Okrem toho schopnost
popisovaného organizmu vyuZivat uhlovo-
dik mé zna¢ny prakticky vyznam pre zuZit-

kovanie ropného odpadu, olejov a podob-
nych latok. Schopnost vyuZivat xylézu je
velmi vyhodnéa pre zhzZitkovanie odpadov pri
spracovani rastlinného materidlu. Protoplaz-
ma tohoto organizmu je velmi bohatd na
uhlikaté a dusikaté latky a zostava amino-
kyselin v bielkovindch je vyZivove velmi
priazniva.

Ako reprezentant nového druhu bol ozna-
¢eny CCY 70-1-1, izolovany z ropného kalu,
ulozeny v Csl. zbierke Chemického dstavu
SAV v Bratislave a pod ¢islom RIVE 60-1-1
v zbierke Komplexného vyskumného tistavu
vinohradnickeho a vindrskeho v Bratislave.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most






