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Vyznam pudnich mikroorganismii

Mikroorganismy hraji nezastupitelnou roli v Zivoté lidské spolecnosti. Jsou
vyuzivany v potravindfstvi, humanni i veterindrni mediciné i v nejrliznéjsich
pramyslovych aplikacich a také vétSina modernich biotechnologii je zaloZena na
mikrobiologickych zakladech. Kromé této pozitivni role zplsobuji mikrobi lidstvu i
mnoho komplikaci, at uZz ve formé patogenl ZivocCichG i rostlin, ¢i plvodcu
nejriznéjsich ztrat (kaZeni potravin, koroze material( a podobné). V prvni fadé jsou ale
mikrobi nepostradatelnou soucasti vsech ekosystému. Jsou zodpovédni za kolobéh
prvk( v pfirodé a podileji se na mnoha vyznamnych procesech v terestridlnich i
akvatickych ekosystémech. Jsou zdroji Zivin v zakladné vSech potravinovych fetézc(.
Rozsahlé degradacni schopnosti mikrob( jsou ve stale vétsi mife vyuzivany pfi
bioremediacich pro odstranovani nejrdznéjsich polutantd. | pouha biomasa
mikroorganismul na Zemi je — i pres jejich mikroskopické rozméry — Uctyhodna. Podle
nékterych odhadu tvofi vic jak tfetinu celkové biomasy na Zemi (Whitman et al., 1998).
Znacna Cast této biomasy se nachazi v terestridlnich ekosystémech, predevsim v ptdé
(Tab. 1-1), kterd predstavuje zakladni prostfedi zabezpecujici produkci naprosté vétsiny
suchozemské organické hmoty a nepfimo také akvatické organické hmoty.

Plda predstavuje heterogenni médium sestdvajici z pevné, tekuté a plynné faze. Na
tvorbé pudy se podili pét vzajemné reagujicich faktor(: klima, topografie, matecny
material (hornina), ¢as a v neposledni fadé padni organismy, kde klicovou roli plni
padni mikroorganismy. Rozpad matecné horniny na jemné Castice doprovazeny
uvolfiovanim Zivin zahajuje tvorbu pudy. Vzhledem k nedostatku vyuzitelného C a N
v ranych stadiich tvorby pldy pfipada klicova role mikroblm schopnym vazat tyto
elementy, tedy fotosyntetizujicim a dusik-poutajicim mikroorganismim, ke kterym se
postupné pridavaji dalsi skupiny mikrobUl, jejichz funkci je vyuZiti a predevsim
degradace vytvorené organické hmoty a navrat vsech prvkl do pfirozeného kolobéhu
latek.

Odhady, kolik je na Zemi pldy, se lisi. Vyjdéme z predpokladu, Ze z celkového

povrchu Zemé zhruba 25 % pfipada na pevninu a jen polovina z této vyméry je vhodna



pro néjakou rostlinnou produkci (zbytek je tvoren poustémi, polarnimi oblastmi, nebo
prostiedim, kde je pfilis teplo nebo chladno ¢i jinak nehostinné). Zhruba 40 % z téchto
12,5 % je pfilis limitovano terénnimi podminkami, Urodnosti oblasti, ¢i pfilis vysokymi
srazkami, aby podporovaly jakoukoliv produkci potravin. To znamenad, Ze k produkci
potravin zbyvd zhruba pouhych 7,5 % plochy zemékoule, o které jesté soutézi
s ostatnimi potfebami lidské spolecnosti, jako je budovani mést, komunikaci,
pramyslovych podnik(i a podobné. | presto — nebo pravé proto — predstavuje téch
nékolik procent povrchu Zemé vyznamné prostiedi, jehoZz studiu se vénuje mnoho
oborl lidské ¢innosti a to nejen z dlvodl produkce potravin a dalSich surovin. Plida
také predstavuje prostredi filtrujici vodu (véetné odpadnich vod), produkuje i
absorbuje vyznamnd mnoizstvi plynQ, je materidlem pro mnohd dalsi odvétvi lidské
¢innosti (produkce stavebnin, vyuziti v Iékarstvi, umélecké ¢innosti), je domovem pro
mnoho Zivocich( a dalSich organismi a v neposledni fadé mistem dekompozice vétsiny
organickych i anorganickych , odpadnich” produktll. Ve vétsSiné zminénych procesu
hraji klicovou roli mikroorganismy pfritomné v pdé. Jejich hlavni funkci je jiz zminéna
dekompozice organické hmoty (véetné tél mikrobl). BEhem tohoto procesu dochazi
zaroven ktvorbé novych mikrobidlnich bunék i vytvareni novych organickych latek
(véetné humusu). Presto vSak predstava o pudé kypici mikrobidlnim Zivotem je pro
vétsinu pldniho prostredi (s vyjimkou rhizosferni pady) s nejvétsi pravdépodobnosti
mylna. Vétsina mikroorganismu je v padé v klidovém stadiu ¢ekajici na svou pfilezitost,

ktera nastane s ptrisunem nové organické hmoty.

Number Biomass*
Organisms

per mm? per gramm kg/ha g/mm?

Microflora

Bacteria 10-10™ 10%-10° 400-5000 40-500

Actinomyctetes 10*2-10" 10"-108 400-5000 40-500

Fungi 10*°-10"! 10°-10° 1000-20 000 100-2000

1-50

Algae 10-500

Protoza




Nematodes 10°-10’ 10-10? 10-150 1-15

Mites 10°-10° 1-10 5-150 0,5-1,5

Collembola 10°-10° 1-10 5-150 0,5-1,5

Earthworms 10-10° - 100-1700 10-170

Other fauna 10-100

*Biomasa — Cerstva hmotnost biomasy

Tab. 1-1 Relativni pocty a biomasa mikrobialni a Zivocisné populace v povrchovych
vrstvach pldy (do 15 cm hloubky). (Pfevzato z: Scow, 2000)

Strucna charakteristika skupin ptdnich mikroorganismd

Padni mikroorganismy zahrnuji Sirokou fadu funkénich a taxonomickych skupin
a najdeme zde zdastupce vsech tti fylogenetickych domén Bacteria, Archaea a Eukarya
(Tab. 1-1). Nejvyznamnéjsi skupinu co do jejich poctu i biomasy predstavuji bakterie a
houby, presto ale i ostatni skupiny pldnich (mikro)organism( nelze prehlizet. Plni
v pudnim prostiedi své nezastupitelné funkce a spole¢né se podili na sprdvném
fungovani pldniho prostfedi, coz nds témér opraviiuje odhlédnout od jednotlivych
pGdnich organism0 a uvaZzovat o pidé jako o velkém mnohobunécném organismu.

Nejmensimi ,organizmy“ v plidé jsou viry. Jedna se o obligadtni parazity vSech
organismu nachdazejicich se v padé. Tato skupina na pomezi Zivé a neZivé hmoty nema
svlj vlastni metabolismus (a proto ¢asto viry ani nejsou zafazovany mezi organismy) a
nase znalosti o jejim zastoupeni a funkci v pldé jsou vice nez kusé. Az do nedavné
doby se studium virl v plidé omezovalo na bakteriofagy vyznamnych skupin pldnich
bakterii, napfiklad fixatorl vzdusného dusiku a podobné. Zvyseny zdjem o pudni viry
byl podnicen vysledky studii virl ve vodnim, predevsim morském prostiedi, které
odhalily skutecnost, Ze mnozstvi virl zde prevySuje mnozZstvi prokaryotickych
mikroorganismd se vsemi ztoho vyplyvajicimi dusledky (lytické plsobeni vird,
transdukce a podobné). Napfriklad Ashelford et al. (2003) uvadi hustotu populace vir(
v akvatickém prostiedi 2,5x10® ml™ prevydujici tak 10x hustotu populace jejich
bakterialnich hostitel(. Primérny pocet fagl z pldy ziskany transmisni elektronovou

mikroskopii stanovili Ashelford et al. (2003) na 1,5x10° g*. Weinbauer a




Rassoulzadegan (2004) shrnuji poznatky a Uvahy o Uloze vir(i v akvatickych systémech a
zdlraznuji jejich vyznam v ndsledujicich oblastech: vliv na genetickou diverzitu
mikrobialnich komunit, pfedevsim jejich moznou roli v regulaci Cetnosti bakteridlnich
populaci (teorie ,killing the winner”, podle které by viry svym lytickym plsobenim
zabranovaly ,pfemnoZeni“ kompetitivnich druhll) a pfenos genl mezi druhy. Podle
téchto autorl geny a aktivita vir(l vytvari genetickou variabilitu prokaryot a je hnaci
silou ekologického fungovani téchto komunit a jejich evolu¢nich zmén. Situace
v pudnim prostfedi mda svad specifika (mikroskopicka struktura pudy s mnoZstvim
povrch(l schopnych poutat mnohé ,slozky” pldniho prostfedi), presto vsak funkce a

vyznam virl v tomto prostiedi budou velmi podobné prostiedi akvatickému.

Obr. 1-1 Virus tabdkové mozaiky
(zdroj: Wikimedia commons)

vevys

hostitele. Pfidame-li k tomu i zndmy a vSeobecné uznavany fakt, Ze napfiklad ze vSech
bakterii pfitomnych v Zivotnim prostredi je méné nez 1 % kultivovatelnych (Torsvik et
al., 1990a), je jasné, Ze studium bakteriofagd v pldnim prostfedi je odkazané

predevsim na molekularné biologické metody (a podobné tomu bude i u ostatnich



mikroorganism(l v pldé — archei i mikromycet). | zde vSak nardazime na dalsi
komplikace — mald velikost studovanych c¢astic a silné vazby na pevnou slozku ptdy
znesnadnujici jejich extrakci z tohoto prostfedi a predevsim pak absence jakéhokoliv
molekuldrniho markeru (obdoba genl 16S rDNA u prokaryotickych organism()
umoziujiciho detekci vir(i a studium jejich diverzity.

Vyznamnym pfinosem k metodologii studia vir( v pddnim prostfedi byla prace
Williamsona et al. (2003), ve které autofti srovnavali rlizné pufry k extrakci fagl z pady
a vnavaznosti na to techniky pouzité ke kvantifikaci fagd (pocitani plak,
epifluorescenéni mikroskopii a transmisni elektronovou mikroskopii). Publikované
udaje o Cetnosti vird v pidé se pohybuji v zavislosti na pouzité technice v rozmezi od
10’ do 10° a tedy i v tomto prostiedi jejich ¢etnost pravdépodobné ptesahuje (zhruba
10x) cetnost jejich hostitel(, bakterii. Prvni Udaje ziskané studiem metagenomovych
knihoven naznacuji, Ze vétSina genl dvouretézcovych DNA virl je neznama. Pro
srovnani zhruba 85 % mikrobidlnich metagenomovych sekvenci ma vyznamnou
homologii s geny v GenBank, ale v pfipadé fagovych sekvenci je to pouze 35 %
(Srinivasiah et al., 2008). Kromé volnych virl nesmime také zapomenout na
temperované fagy. Vysledky rtznych studii naznacuji, Ze zhruba 30 % kultivovatelnych
pGdnich bakterii je lyzogennich a podobna Cisla zfejmé plati i pro nekultivovatelnou
slozku pldni mikrofléry (Williamson et al., 2007, 2008).

Podobné informace o roli zastupcl Archaea v pudé, s vyjimkou zaplavenych
pad a jinych extrémnich habitatl, jsou znacné omezené. Az do nedavné doby se
predpokladalo, Zze Archaea se nachazeji predevsim v extrémnich prostredich, nicméné
ke konci 90. let minulého stoleti se zacaly objevovat studie potvrzujici pfitomnost
zastupcl domény Archaea v pidé i rhizosfére rostlin (Bintrim et al., 1997; Buckley et
al., 1998; Simon et al., 2005; Nicol et al., 2003). Jedna se predevsim o ne-exterémofilni
zastupce skupiny Crenarcheota. Podil archei na celkovém poctu prokaryotickych
organismu v padé byl pomoci analyzy 16S rRNA uréen na 1,42 % + 0,42 % (Buckley et
al., 1998). Uloha archei v padnim ekosystému neni jesté jednoznaéné urcend, ale
napriklad studie Leiningera et al. (2006) odhalila vyznamny podil archei na procesech
nitrifikace. Studiem genl kddujicich podjednotku klicového enzymu amonia
monooxygenaze (amoA) byli tito autofi schopni stanovit, Ze pocet kopii genu amoA

archealniho plvodu je 3000x vyssi nez pocet amoA bakteridlniho plvodu.



Obr. 1-2 Archaea rodu Sulfolobus
(zdroj: Wikimedia commons)

Nejvice studovanym objektem pldni mikrofléry jsou bezesporu bakterie. V1 g
pady se vzavislosti na jeji drodnosti i zptisobu stanoveni nachazi 10® — 10%
bakterialnich bunék. Odhady poctd bakteridlnich druht nachazejicich se v plidé se
velmi lisi. Encyclopedia of Microbiology (Scow, 2000) uvadi 13 tisic bakteridlnich druh,
Reid a Wong (2005) mluvi o 60 tisicich rznych bakteridlnich druhtd pfitomnych v pdé.
Podle vysledkd renaturacéni kinetiky DNA bakteridlni frakce extrahované z pidy muze
jeden gram pldy obsahovat 4000 zcela rozdilnych geonom( standardnich pldnich
bakterii (Torsvik et al., 1990a). S mnozZstvim bakteridlnich druh( zastoupenych v padé
koresponduje i jejich metabolicka variabilita nebo funkce, které v pidé plni. Zakladni
funkci je bezesporu degradace organickych substratl vstupujicich do pldniho
prostiedi, kde bakterie hraji — predevSim v pocatecnich fazich rozkladu
charakterizovanych dostatecnou vlhkosti substratu — vedouci roli (v pozdéjsich fazich
rozkladu mohou dominovat houby). Vyznamné misto zaujimaji také symbioticti i volné
Zijici fixatori vzdusného dusiku schopni doplnit tento zakladni makrobiogenni element
v pldnim prostiedi, kde jeho nedostatek je casto limitujicim faktorem vsech
fyziologickych procesu v plidé, degradace nevyjimaje a také ostatni bakterie kolobéhu

dusiku (nitrifikacni a denitrifikacni). Na tomto misté by bylo moziné zminit i mnoho



dalSich skupin bakterii, jejichz role je pro spravnou funkci pudniho prostredi
nezastupitelna, jako napfiklad aktinobakterie, siru oxidujici bakterie a podobné.

Prehled nejcastéjsSich zastupch pUdnich bakterii uvadi napfiklad vSeobecné
uznavana Soil Microbiology and Biochemistry autor( Paula a Clarka (1989). Podle této
publikace jsou numericky prevladajicimi puddnimi bakteriemi zastupci rodu
Arthrobacter, ktery by podle nékterych odhadd mél predstavovat az 40 % bakterii
detekovanych kultivaénimi metodami. Jednd se o pleomorfni grampozitivni az
gramvariabilni pomalu rostouci buriky, nékdy pohyblivé. V mnoZstvi mezi 5 az 20 %
jsou v plidé Casto detekovany dalsi tfi rody: Streptomyces, Pseudomonas a Bacillus.

Rod Streptomyces predstavuje az 90 % zastupcl radu Actinomycetales. Jedna se
o mycelidrni grampozitivni organismus mnozici se pomoci vzdusSnych spor nebo
rozpadem mycelia. Najdeme ho na susSich stanovistich s neutralni az alkalickou reakci.
Tento rod (a i cely zminény fad) je znam produkci ¢etnych antibiotik i dalSich komeréné

zajimavych latek (sekundarnich metabolitl) a v neposledni fadé také geosminu

zodpovédného za typickou vini pudy.

Obr. 1-3 Bakterie rodu Streptomyces
(zdroj: Wikimedia commons)



Rod Pseudomonas patfi ke gramnegativnim tycinkovitym bakteriim, je opatfen
polarnim bicikem a vétSina zdstupcl je aerobni (s vyjimkou denitrifika¢nich bakterii
vyuZzivajicich nitraty jako konecény akceptor elektron(l). Mnoho predstavitelli tohoto
rodu Zije v tésné asociaci s rostlinami, nékteré z nich mohou zpusobit i choroby rostlin.
Casta je u tohoto rodu produkce fluorescentnich pigmentd. Siderofory produkované
zéstupci tohoto rodu maji silnou afinitu k Fe** a diky tomu mohou byt pouzity

k biologické kontrole pldnich rostlinnych patogend.

Obr. 1-4 Bakterie rodu Pseudomonas
(zdroj: Wikimedia commons)

Predstavitelé rodu Bacillus jsou grampozitivni sporulujici vétSinou pohyblivé
aerobni tycCinky. B. polymyxa je nékdy uvadén jako fixator atmosférického dusiku. Rod
dale zahrnuje druhy pouZivané pro biologickou ochranu rostlin (B. thuringensis),

maceni Inu (B. macerans), ale i Zivocisné patogeny, jako B. anthracis.
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Obr. 1-5 Bakterie rodu Bacillus
(zdroj: Wikimedia commons)

Dalsi ¢astou pldni bakterii je rod Clostridium, opét sporulujici avsak ve vétsiné
pripadl striktné anaerobni grampozitivni tyCinkovité bakterie. Také zde se vyskytuji
fixatofi dusiku, ale také druhy produkujici silné toxiny (botulotoxin a tetanotoxin) a
druhy patogenni pro Zivocichy vcéetné lidi. Jiné druhy mohou byt pouzity pro produkci
alkohol( a rozpoustédel.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vyznamnou skupinu pUdnich bakterii (ne tak svym
pocetnim zastoupenim, jako svou funkci v padnich mikrobidlnich spolecenstvech) tvori
bakterie kolobéhu esencialniho makrobiogenniho prvku — dusiku. Patfi sem v prvé radé
bakterie schopné poutat vzdusny dusik, tedy jednak volné Zijici fixatofi, predstavovani
napriklad rody Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum a predevsim
pak symbioticti fixatofi rodt Rhizobium, Bradyrhizobium (nékteré kmeny tohoto rodu
jsou schopné fixovat dusik i mimo rostliny) a Sinorhizobium. Na pomezi mezi volné
Zijicimi a symbiotickymi fixatory dusiku se nachazi kmen Cyanobacteria, grampozitivni
fototrofni bakterie, které se uplatiuji zejména v prvotnich stadiich tvorby pldy
(najdeme je vSak i na povrchu jiz vytvorenych pud), kdy jako primarni kolonizatofri

mateéného materidlu uplatni svou schopnost fotosyntézy i fixace atmosférického

10



dusiku at uZz samostatné, nebo v symbidze s houbami v lisejnicich. Z ostatnich bakterii
kolob&hu dusiku je tfeba zminit nitrifikaéni bakterie oxidujici ionty NH4" za aerobnich
podminek pfes NO,” na NO3™ (a tim prevadéjici relativné imobilni formu dusiku NH." na
velmi pohyblivou a tedy lehce vymyvatelnou formu NOj3’) reprezentované napfiklad
rody Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrospira, Nitrosovibrio a Nitrobacter a bakterie
denitrifikacni, které naopak za anaerobnich podminek mohou vyuzivat oxidy dusiku (
NOs~, NO,, NO a N,0) jako akceptory elektron(l a pfevadét je zpét az na vzdusny dusik
N,. Schopnost denitrifikace ma celd fada bakterii, napfiklad i zastupci vySe zminénych
rodli Pseudomonas, Bradyrhizobium a dalsi. Procesy kolobéhu dusiku jsou vyznamné
nejen z hlediska , hospodafeni” stimto esencidlnim makrobiogennim prvkem, ale
naptiklad uvolnéni N,O béhem procest premény dusiku predstavuje vyznamny zdroj
sklenikovych plyna.

Je vSak tfeba mit na paméti, Ze vétSina zvlasté drive publikovanych studii
pGdnich mikroorganism( je zaloZena predevsim na tradi¢nich kultivacnich postupech,
které vSak maji schopnost detekovat pouze zhruba 1 % vSech pfFitomnych
mikroorganism(l. Zbyvajicich 99 % lze do urcité miry studovat pouze za pomoci
molekuldrnich metod. Naptiklad Hugenholtz et al. (1998) udavaji, Ze tradi¢nimi
kultivacnimi  postupy izolujeme nejcastéji zastupce kmene Proteobacteria,
Cytophagales, Actinobacteria a Firmicutes, které tvorfi 90 % vSech bakterii
kultivovanych z pldy. Na druhé strané pfi klonovani pdni bakteridlni DNA vice jak 75
% vsech klonl tvofi zastupci tridy a-proteobacteria, kmene Actinobacteria,
Acidobacteria a Verrucomicrobia. Dalsi tfidy kmene Proteobacteria a kmeny Firmicutes
a Planctomycetes jsou detekovany v 25-75 % studii.

Houby ptedstavuji velice riznorodou skupinu jak z hlediska morfologického,
tak 1 co se tyka Zivotniho cyklu. V lesnich pidnich ekosystémech (a 1 dalSich fyzicky
nenaruSovanych ptidach) ptfed¢i jejich biomasa vSechny ostatni skupiny
mikroorganismil a najdeme zde i zfejmé nejveétsi znamy organismus zaujimajici plochu
2,5 ¢tvereénich mil, Armillaria ostoyae rostouci v Malheur National Forest v Blue
Mountains vychodniho Oregonu. I pfesto vSak jejich studiu v piad¢é je vénovana
podstatné mens$i pozornost nez bakteriim a proto i naSe znalosti o nich jsou znacné
omezené. Dosud bylo identifikovdno zhruba 70 tisic druh hub patficich do skupin

Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota. Zastupci chytridii a
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zygomycet rychle kolonizuji organické substraty ptidané do pidy. Chytridie se Casto
vyskytuji v zamokienych pudach a zahrnuji také parazity rostlin a zivocichii. Mezi
zygomycety patii | zastupci vyznamnych endomykorhiznich hub. Pomalu rostouci

bazidiomycety zahrnuji ektomykorrhizni houby a degradatory ligninu (Scow, 2000).
' R g B T

HRF v

Obr. 1-6 Armillaria ostoyae
(zdroj: Wikimedia commons)

Houby v ptdé rostou vétSinou ve formé mycelia, coz jim umoZiuje
kolonizovat velké objemy pudy s velice heterogenné uloZenymi zdroji potravy. Tato
jejich vlastnost ma i vyznamné dusledky pro tvorbu a udrzeni struktury putdy,
zakladniho ptedpokladu jeji Grodnosti. Najdeme mezi nimi mnoho patogenti rostlin, ale
na druhé stran€ také symbiotické druhy — mykorhizni houby, jejichZ vyznam pro vyzivu
vétSiny rostlin dosud neni ¢asto docenovany.

Také zelené Fasy a vySe zminéné sinice se nachazi ve vétSiné pud, ale
s vyjimkou zamokienych plid zaujimaji vyznamnou roli pfedev§im v prvotnich fazich
tvorby pady, kde — podobné jako tfeba i v poustnich habitatech — pfedstavuji hlavni
zdroj uhliku a dusiku. Jak jiz bylo feceno a uvadi i Tab. 1-1, najdeme v pid¢ i mnoho

zastupcl vysSich eukaryotickych organismu (ale stale Casto mikroskopickych), kteii

12



maji v padeé svou nezastupitelnou funkci, nicméné tyto organismy uz nespadaji do
tématu nasi prace.

AZ do celkem neddvné doby byly naSe znalosti o sloZzeni pldnich mikrobialnich
spoleCenstev zalozené predevSim na tradi¢nich kultivacnich technikach, kdy byli
mikrobi (pfedevsim bakterie a v mensi mife mikromycety) nejprve izolovani z plady a
nasledné kultivovani na pevnych médiich. Zde vSak narazime na dva fundamentdlni
problémy: obtiZznost extrakce vSech mikrobl z pGdniho prostfedi a predevsim pak
nemoznost nasledné kultivace vétSiny z nich. Podle nékterych odhadu Ize extrahovat
33-34 % vSech bakterii pfitomnych vpudé (Holben et al., 1988), jiné — silné
optimistické — odhady hovoti sice az o 80% ucinnosti extrakce (Torsvik et al., 1990a),
ale i vtomto pripadé vsak kterdkoliv studie pouzivajici takovou padni bakterialni frakci
nechdva bez povSimnuti vyznamnou ¢ast padni bakteridlni diverzity (v 1 g pldy mize
byt az 10 mikrobidlnich bunék reprezentujicich mozna desitky tisic riznych druhg;
Torsvik a Ovreas, 2002). Jesté vyznamnéjSi problém je jiz vySe zmifovana
nekultivovatelnost vétsiny mikroorganismu pritomnych v pfirozenych prostredich, tedy
i vpadé (Torsvik et al., 1990a; Torsvik a Ovreas 2002). Celd situace je jesté
komplikovanéjsi, vezmeme-li v ivahu také jiz vySe zminénou a dosud ve vétsiné
pfipadl zcela prehlizenou skupinu virt, k jejichz kultivaci potfebujeme hostitelskou
buriku, kde — v pfipadé bakteriofaglh — opét narazime na problém nekultivovatelnosti
vétsiny bakterialnich hostiteld.

Z vyse uvedeného je jasné patrné, Ze metody klasické mikrobiologie zaloZené
na izolaci a kultivaci mikroorganisma jsou nedostatecné a studium a vyuziti obrovského
potencialu mikrobialni diverzity se neobejde bez molekularné biologickych metod
vyuzivajicich nejraznéjsi biomarkery, tj. komponenty mikrobidlnich bunék. Prehledu
téchto metod vyuzivanych ke studiu diverzity nejen puadnich mikrobidlnich

spoleCenstev se budeme vénovat v nasledujicich kapitolach.
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ANALYZA DIVERZITY
MIKROBIALNICH KOMUNIT

Biochemické metody studia diverzity

Komerc¢ni systémy pro identifikaci bakterii

Jednim ze zakladnich biochemickych pfistupl k identifikaci mikroorganismi a
ztoho se odvijejictho studia biodiverzity je zjistovani pfitomnosti rGznych
metabolickych drah nebo vybranych enzym( u testovanych mikroorganism(, pfripadné
celych mikrobidlnich komunit. Mikroorganismy jsou vtomto pfipadé kultivovany za
pfitomnosti rdznych zdrojd uhliku (sacharidy, bilkoviny ¢i dalsi latky). V pfipadé, ze je
predlozenad latka metabolizovana, jeji degradace je spojena s barevnou zménou
pfitomného indikatoru. Tyto testy byly vétSinou plvodné vyvinuty pro urcovani
Iékarsky vyznamnych bakterii. Jejich jednodussi variantou je napfiklad ENTEROtest 16
nebo 24 (Pliva Lachema) urceny pro rutinni identifikaci vyznamnych druh( stfevnich
bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae.

Komplexni systém pro identifikaci mikroorganismd predstavuje systém Biolog
(Biolog, Inc., USA) na mikrotitracnich destickach. Podle firemnich udaja je schopny
identifikovat vice jak 2500 druh( aerobnich a anaerobnich bakterii, kvasinek a hub. Na
mikrotitracnich destickach jsou v 95 jamkach testovany rlizné zdroje uhliku, dusiku,
fosforu a siry (pfipadné i schopnosti vyuzivat/vyZzadovat i komplikovanéjsi peptidové
zdroje dusiku), ddle vhodnost rliznych osmotickych podminek i vlivy pH a identifikace
je zaloZena na vyméné elektrond uvolnénych béhem respirace, coz vede k zméné barvy
pfitomného tetrazolia. Plvodné Slo o identifikaci kultivovatelnych bakterii, protoze
testovanou bakterii je nutné nejprve nakultivovat a poté inokulovat do vsech 96 jamek
desti¢ky. Nicméné jiz pocatkem 90. let se objevila snaha o vyuZiti této techniky pro
ziskani informaci (ve formé fingerprint() o sloZzeni celych mikrobialnich spolecenstvech
(nebo presnéji o jejich metabolickém potencidlu), kdy byly desticky misto Cistou

kulturou jednoho mikroorganismu inokulovdany mikrobidlni frakci izolovanou
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z environmentalniho vzorku (Garland a Mills, 1991). Dnes je vedle desti¢ek pro Gram-
pozitivni bakterie, Gram-negativni bakterie, houby a kvasinky mozné vyuZit i tzv.
EcoPlate, urcené specialné pro analyzu mikrobialnich komunit (Microbial Community
Analysis). Vtomto pfipadé misto 95 rlznych substratl obsahuje desticka pouze 31
substratli ve trech opakovdnich, coZ umozZnuje i statistickou analyzu vysledkd.
Vysledkem je pak tzv. fyziologicky nebo metabolicky fingerprint-profil daného
mikrobialniho spoleéenstva. (napft. Kirk et al., 2004).

Podobny systému BIOLOG je API systém (Merieux, France) nabizejici fadu API
prouzkl s rdznymi zdroji uhliku, které mohou byt pouzity k méreni funkéni diverzity
mikrob( i mikrobialnich spolecenstev (Torsvik et al., 1990b)

Vyuzitim techniky BIOLOG a podobnych systému je generovano velké mnozstvi
dat o fyziologickych schopnostech daného spolecenstva s relativné jednoduchym
technickym zazemim. Pomoci téchto vysledki mlZeme odlisit rGznda mikrobidlni
spolecenstva, pfipadné muizZeme sledovat vyvoj uvnitt jednoho spolecenstva. Nicméné
i tento systém ma sva omezeni — ziskané Udaje charakterizuji pouze tu ¢ast mikrobialni
komunity, kterad je schopna za danych podminek rlst (zaroven vsak lze spekulovat o
tom, Ze pomoci tohoto systému lze do jisté miry ziskat udaje i o tzv. nekultivovatelnych
organismech — jejich podil na fyziologickém profilu spole¢enstva nelze alesponi zcela
vyloucit), preferuje rychle rostouci mikroorganismy, je citlivy k hustoté pouzitého
inokula a odrazi spiS potencidlni nez skuteénou metabolickou aktivitu daného

spolecenstva (Kirk et al., 2004).

Vyuziti biomarkertii ke studiu biodiverzity

Dalsi mozZnosti studia diverzity mikrobidlnich komunit je analyza vhodného
biomarkeru, napriklad lipidového profilu organismu nebo spolecenstva. Lipidy se
v bunice vyskytuji jako zdsobni latky, specifické medidtory a aktivatory signalnich
procesli a predevsim jako strukturni komponenty bunky - v cytoplasmatické
membrané vsech Zivych bunék (a vnéjsi membrané bunécné stény Gram negativnich
bunék), jejich sloZeni se vsak lisi od organismu k organismu, takze napfiklad druhy rodu
Micrococcus lze rozlisit na zakladé profilG rozvétvenych mononenasycenych mastnych
kyselin. Stejné tak lze lipidovy profil vyuzit i k charakteristice struktury mikrobidlnich

komunit.

15



Jednou z ¢asto vyuZivanych metod je analyza metylesterll mastnych kyselin,
tedy tzv. FAME analyza — fatty acid methyl ester analysis (Ibekwe a Kennedy, 1999).
Principem metody je esterifikace mikrobialnich lipid( s ndslednym nastfikem, separaci
a identifikaci metylovych esterll mastnych kyselin na plynovém chromatografu. Jde o
rychlou a ne pfili§ drahou metodu, avsak interpretace ziskanych dat neni jednoducha
(mnoho mastnych kyselin je spole¢nych pro vice mikroorganism(). Tato metoda je
pouzivana jak pro identifikaci mikroorganismi (Sherlock Microbial Identification
Systém zavedeny v roce 1991 pro identifikaci vice nez 1500 mikrobidlnich druh), tak
pro charakterizaci diverzity mikrobidlnich spolecenstev.

Podobnou metodou je PLFA analyza (lbekwe a Kennedy, 1998), tedy
»phospholipid fatty-acids analysis“, ktera vyuZiva mastné kyseliny specificky vdzané
k polarni lipidové frakci a tim znacéné zvySuje citlivost a specificitu detekce
mikrobialnich populaci. Metoda zacind extrakci vSech lipidU ze vzorku, které jsou pak
frakcionovany na neutralni lipidy, glykolipidy a fosfolipidy. Oddélené fosfolipidy jsou
pak dale metylovany a analyzovany na plynovém chromatografu. Analyza PLFA je
zdlouhavéjsi nez vySe uvedena metoda FAME, protoZe ale fosfolipidy jsou po smrti
bunék rychle degradovany (v fdadu minut, maximalné hodiny), pfedpoklada se, Ze
extrahované lipidy reprezentuji pouze Zivé bunky ve vzorku. VySe uvedend FAME
metoda pracuje s lipidy i z mrtvé organické hmoty véetné zdsobnich lipidd, které jsou
citlivéjsi na rlstové podminky. Fosfolipidové vétvené mastné kyseliny jsou specifické
pro bakterie, eukaryotické organismy jsou charakterizovany poly-nenasycenymi
mastnymi kyselinami. Kromé toho PLFA profil poskytuje informaci nejen o sloZeni a
relativni Cetnosti populaci komunity, ale i o fyziologickém stavu téchto populaci.
Napfiklad hladovéni Ci stres se projevi vyssim pomérem trans/cis izomerl mono-
nenasycenych PLFA, ve zvySeném poméru nasycenych knenasycenym mastnym
kyselindm i zvySeném poméru cyklopropyl mastnych kyselin kjejich mono-
nenasycenym prekurzorim. Celkovou citlivost metody je moiné zvysSit spojenim
separace na plynovém chromatografu s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS).
Metoda FAME ve srovnani s PLFA vyZzaduje mensi vzorek, na druhé strané vsak
reprodukovatelnost vysledkd je lepsi u metody PLFA. Po taxonomické strance metoda
PLFA nezahrnuje Archea, protoze ty maji mastné kyseliny vazané etherovou vazbou na

rozdil od esterové u bakterii (Palojarvi 2006).
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Dalsi metodou vyuzZivajici bunécnych lipidQ je analyzy quinonového profilu
spoleCenstva. Quinony tvofi soucdst respiracniho a fotosyntetického elektronového
transportniho systému mikroorganisma. Jako jedni z prvnich je vyuZili k taxonomickym
ucelllm u koryneformnich bakterii Collins et al. (1979). Jednd se o jednoduchou,
rychlou a levnou metodu, kdy jsou quinony pomoci organickych rozpoustédel
extrahovany ze vzorku (napf. Irvan 2006) a podrobeny analyze za vyuZiti nejriznéjsich
chromatografickych metod (HPLC, tenkovrstevnad ¢i sloupcova chromatografie,
hmotnostni spektrometrie). Vysledkem je opét urcity fingerprint zkoumaného
spolecCenstva. Ke studiu zmén pldnich mikrobialnich spole¢enstev pod vlivem aplikace
pesticidl je pouzili naptiklad Katayama et al. (2001), zmény mikrobialnich populaci
béhem degradace lignocelulézového komplexu pomoci nich sledovali Huang et al.
(2010).

Kromé FAME, PLFA a quinonové analyzy jsou k charakteristice mikrobidlnich
spoleCenstev pouzivany i mastné kyseliny lipopolysacharidl vnéjsi membrany gram-
negativnich bunék. Tyto mastné kyseliny mohou byt vyuZity pro uréeni biomasy gram-
negativnich bakterii, nebo i struktury jejich spolecenstva (Parker et al., 1982). Podobné
teichoové kyseliny gram-pozitivnich bakterii byly pouzity k taxonomické klasifikaci
(napf. Tonn a Gander, 1979) i k uréeni biomasy téchto bakterii (Gehron et al., 1984).
Muramova kyselina byla pouZita k ur¢eni biomasy bakterii a sinic (Balkwill et al., 1988),

ergosterol k stanoveni biomasy i rlistu hub v pldé (napt. Rousk a Baath, 2011).

Stabilni izotopy a diverzita

Dalsi zajimavé mozZnosti studia mikrobidlni diverzity na pomezi mezi
,biochemickymi“ metodami a metodami vyuZivajicimi nukleové kyseliny poskytuje
vyuZiti stabilnich izotopl. Metody vyuzivajici pfirozené frakcionace stabilnich izotopu
studie véetné archeologickych aplikaci shrnuli Peterson a Fry (1987). Kromé toho je
mozné vyuzit stabilni izotopy i pro tzv. obohacovaci studie. Vtomto pfipadé jde
o aplikaci vhodného substratu znaceného stabilnim izotopem nékterého prvku
a naslednou detekci tohoto izotopu ve fylogeneticky vyznamnych biomolekulach (PLFA,
R/DNA) zkoumaného spolecCenstva. V zavislosti na druhu substratu muiZeme pak

selektivné detekovat skupiny mikroorganismd schopné tento substrat vyuzZivat.
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Mluvime zde o tzv. SIP metodach, tedy ,stable izotope probing”. Jednou z prvnich praci
vyuzivajicich tuto metodu byla prace Boschker et al (1998), ktefi aplikovali znageny *C
acetat a >C metan ke studiu redukce sulfat sprazené s oxidaci acetatl v sedimentech
usti fek a oxidace metanu ve sladkovodnich sedimentech. Mikroorganismy
zodpovédné za tyto procesy detekovali pomoci znaéenych PLFA. O dva roky pozdéji
pouzili znateny CHs;OH nebo CH, Radajewski et al. (2000) opét ke studiu
metylotrofnich organism(, tentokradt vSak za vyuZziti DNA. Po inkubaci mikrokosm{
s lesni pldou se znatenym substratem byla extrahovdna DNA a pomoci gradientové
centrifugace rozdélena na normalni lehkou frakci a znac¢enou tézkou frakci. Ve frakci
tézké DNA byly potom pomoci PCR, klonovani a sekvenovani stanoveni hlavni
predstavitelé metylotrofnich organismu podilejici se na fixaci predloZzeného substratu.
Tato metoda umoznuje detekci aktivni ¢asti mikrobidlnich spoleenstev, ma vsak i
cetnd uskali. Jeji vyuZiti v prvé rfadé predpokldada dostupnost vhodného znaceného
substratu, ktery i v pfipadé, Ze je komeréné vyrdbén, byvd velmi drahy a k dosazeni
detekovatelného znaceni je treba pouZit vyznamna mnozstvi tohoto substratu. Dale je
tfteba brat viavahu fakt, Ze po wvyuziti znaceného substratu cilovou skupinou
mikroorganism(l a (pfipadném) zabudovani znaceného prvku do biomasy primarnich
konzumentd vyuzivaného substratu, mlze v potravnim tfetézci dojit k pfeneseni tohoto
znaceni i do jinych mikroorganism(. Této vlastnosti se na druhé strané da vyuzit praveé

ke studiu zminénych potravnich retézc(.

Metody studia diverzity zalozené na
extrakci nukleovych Kyselin

| pfes nesporny vyznam metod stru¢né zminénych v predchdzejici kapitole,
nejrozsirenéjsimi metodami studia diverzity nejriznéjsich ekosystému jsou bezesporu
metody zaloZené na studiu genetické informace uloZené v R/DNA. K jejich vyuziti je
nukleové kyseliny nutné z biologického materidlu nejprve izolovat, separovat a
koncentrovat. Poté nasleduje jejich zpracovani a vyuZiti v navazujicich aplikacich.
Podivejme se proto nejprve na metody extrakce nukleovych kyselin.

Pro izolaci ptdni mikrobidlni R/DNA existuji dva zakladni postupy, oznacované

jako pfima (in situ) a nepfima (ex situ) izolace R/DNA. V ptipadé pfimé izolace jsou
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mikrobidlni buriky lyzovadny pfimo v pddni matrici a uvolnénd R/DNA je pak nasledné
extrahovana a Cisténa. Pfi nepfimé izolaci jsou nejprve mikrobidlni bunky extrahovany
z pldy, oddéleny od pudni matrice a teprve takto ziskana mikrobialni frakce je
podrobena lyzi. ProtoZe zplsoby lyze mikrobidlnich bunék v pfipadé pfimé i nepfimé
izolace jsou témér identické, vSimnéme si nejprve neptimé izolace, tj. zpUsobu

extrakce padni mikrobialni frakce.

Extrakce piidni mikrobidalni frakce

Pada je komplexni prostfedi sestavajici z faze pevné, tekuté a plynné. Castice
pevné faze se shlukuji do mikro- a makroagregatt a vytvareji tak padni strukturu. Jen
dobré strukturni pldy zajisti rostlindm vhodné prostfedi pro jejich zdarny vyvoj.
Vyznamny podil na vytvareni pUdni struktury maji mikrobialni burky, které spolu
s kofeny rostlin nejrliznéjSimi mechanismy poutaji drobné minerdlni c¢dstice
dohromady (sekrece polysacharidl, glykoproteinli a podobnych latek, mechanicky
ucinek bakteridlnich fimbrii, mycelidarnich mikroorganismd — hub a nékterych
aktinobakterii spolu s kofeny rostlin, elektrostatické sily a dalsi) a vytvareji tak pudni
agregaty. Mikrobidlni bunky nejsou v ramci struktury pldy univerzalné rozsifené a
najdeme je predevsim na vnéjsi strané agregatt a v mikroskopickych pdérech mezi nimi
(jedna se ale o nepatrné procento vsech pldnich por(), kde maji zajistény vhodné
podminky pro svou existenci, predevsim dostatek vody a urcité mnoistvi Zivin.
Dasledkem jejich soustfedéni v mikropdrech i jejich schopnosti poutat dohromady
minerdlni ¢astice pady (a timto zplsobem byt samy k mineralnim ¢asticim poutdny) je
vsak také sniZzenda dostupnost mikrobialnich bunék pro vétsinu lytickych postupl a
jejich uvolnéni z padni matrice neni snadné. Proto vétSina metod izolace pudni
mikrobialni frakce kombinuje mechanické metody rozruseni struktury pldy
s chemickym plsobenim pufrd rlizného slozeni.

Metody izolace mikrobialni frakce se lisi zplisoby mechanického osetreni plady
(u publikovanych metod vsak ¢asto chybi technicka data pouZzitych zatizeni), slozenim
pufru pouzitym pro homogenizaci vzorku i zplsobem extrakce mikrobidlni frakce
samotné po homogenizaci pldnich vzorkd. Uvedme si nékolik pfikladd izolace padni

mikrobialni frakce.
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Jednémi z prvnich, kdo vyuZili metodu nepfimé izolace pldni mikrobidini DNA,
byli vroce 1977 Faegri et al., ktefi homogenizovali piddu ve vhodném pufru a
kombinaci nizkootackové a vysokootdckové centrifugace (diferencialni centrifugace)
oddélili od sebe frakci obsahujici vétSinu pldnich ¢astic spolu s houbovym myceliem a
casti bakterii (sediment po prvni nizkootackové centrifugaci) a frakci obsahujici 50-80
% vsech pritomnych bakterii (sediment po vysokootackové centrifugaci supernatantu
z prvni nizkootackové centrifugace).

Bakken (1985) testoval tfi druhy homogenizatori: Waring blender (obdoba
kuchyrniského mixéru), ,Braun melsungen cell homogenizer” (tfepani pldy se
sklenénymi kulickami) a llado X 10/20homogenizer (intenzivni mixovani vzorku), kde
jako homogenizaéni medium pouZil vodu, detergenty nebo pufry: 0,22%
hexametafosfat sodny pH 8,5 s Na,COs; 0,3% pyrofosfat sodny; roztok Winogradského;
0,2% bromhexin chlorid; 0,5% Tween 80. Kromé toho testoval moznost flokulace
jilovych minerdll s pouzitim okyseleni pidniho homogenatu na pH 3 (pfidanim kyseliny
octové a sirové) a pridavkem CaCl,. Padni homogenat centrifugoval 15 minut ve
vykyvném rotoru pfi 630-1060xg a vznikly sediment podrobil ndsledné opakované
extrakci. Vysledny kombinovany supernatant centrifugoval 20 minut pfi 10.000xg.
Mikrobialni frakci ze vzniklého sedimentu pak ziskal pomoci centrifugace v hustotnim
gradientu za pouziti Ludoxu HS 40 (Du Pont Co., Wilmington, Del.), ptipadné Percollu
(Pharmacia) — 1,16 g/ml.

Macdonald (1986a,b,c) publikoval vroce 1986 sérii tfi ¢lank( zabyvajici se
izolaci padni mikrobidlni frakce. Pida byla 2 hodiny tfepana se sklenénymi kulickami
v pfitomnosti sodné formy iontoménice Dowex Al (Sigma) v 0,1% roztoku cholatu
sodného a poté nasledovalo vyplavovani bakteridlni frakce. Pro disperzi polymeru
poutajicich mikrobialni bunky k padni matrici byly testovany rizna média: voda, Tween
80 (1% v/v), Triton X-100 (0,1% v/v), N-lauroyl sarcosinat sodny (0,1% w/v) a cholat
sodny (0,1% w/v), kde nejucinnéjsi se jevil cholat sodny (Tab. 3-1). DalS$im testovanym
osSetfenim byla centrifugace pfi 1xg, 20xg a 1600xg. Ziskana bakteridlni frakce byla

podrobena centrifugaci v Percollovém gradientu (1,139-1,101 g cm™).
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Treatment Yield %°

Water

Tween 80 (1% v/v)

Triton X-100 (0,1% v/v) 57

Na-N-lauroyl sarcosinate (0,1% w/v) 37

Na-cholate (0,1% w/v)

Vynos vypocten procenty vahy biomasy urc¢ené fumigaci

Tab. 3-1 Vynos mikroorganismu z pudy dispergované pomoci Dowex Al v rlznych
detergentech (Pfevzato z: Macdonald, 1986a)

Steffan et al. (1988) ziskal bakteridlni frakci homogenizaci pady v 0,1M
fosfatovém pufru pH4,5 s pfidavkem polyvinylpolypyrolidonu (PVPP) za pouziti Waring
blendru (mixéru). Po tfech jednominutovych intervalech mixovani pfidal do suspenze
SDS a nasledovalo kratké (5 sec) mixovani. Poté byly vzorky po dobu jedné minuty
tfepany v ruce a centrifugovany 10 minut pfi 1000xg. Vznikly sediment byl podroben
dalsim dvéma cyklim popsané extrakce a kombinovany supernatant centrifugovan 30
minut pfi 10.000xg. Pro snizeni obsahu organického materidlu nebakteridlniho plvodu
byl sediment 2x resuspendovdn v 0,1% roztoku hexametafosfatu a pyrofosfatu
sodného a poté centrifugovan (10.000xg). Finalni promyti k odstranéni huminovych
necistot bylo provedeno v pufru podle Crombacha (0,33 M Tris, 0,001M EDTA).

Hopkins et al. (1991a) testoval devét rlznych metod pUdni disperze, vétsinu
z nichz nakonec zahrnul do nasledujici metody: plida byla mixovana v 0,1% roztoku
cholatu sodného, poté byl pfidan dalsi cholat sodny spolu se sodnym chelataénim
¢inidlem (sodium chelating resin) a sklenénymi kulickami a suspenze byla 2 hodiny
tfepana. Nasledovala dvouminutova centrifugace pfi 500xg, poté byl sediment
resuspendovan v Tris pufru a opét po dobu 1 hodiny tfepan, znovu centrifugovan
(500xg), resuspendovan vcholdtu sodném, lehce sonikovdn ve vodni ldzni a
s pfidavkem dalsiho choldtu sodného tfepan po dobu jedné hodiny. Nasledovala
centrifugace (500xg), resuspendovani v Tris pufru, centrifugace (500xg), resuspedovani
v destilované vodé snaslednym trepanim (1 hod), centrifugace (500xg),

resuspendovani v destilované vodé, tfepani (1 hod) a posledni centrifugace (500xg).
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V nésledujici publikaci pouzili Hopkins et al. (1991b) prvni krok vySe uvedené
metody: pudda byla mixovana v 0,1% roztoku choldtu sodného, poté byl pfidan dalsi
choldt sodny spolu se sodnym chelatacnim Ccinidlem (sodium chelating resin) a
sklenénymi kulickami a suspenze byla 2 hodiny tfepana. Bakterialni frakce byla poté
vyplavovana proudem fyziologického roztoku.

Holben (1994) pouZil k homogenizaci roztok Winogradského s pfidavkem
askorbatu sodného a okyseleného PVPP. Vzorek mixoval 3x1 minutu (Waring blender),
poté jej podrobil centrifugaci (640xg) a nasledné proces homogenizace sedimentu
opakoval dvakrat. Bakteridlni frakci ze vSech tfi ziskanych supernatantld oddélil
centrifugaci pfi 14.740xg.

Lindal a Bakken (1995) testovali nékolik metod fyzikalni a chemické disperze
pady. Z fyzikalnich metod to byla ultrasonikace za pouziti sondy o priiméru 13 mm a
dvou hladinach energie (40W a 55W), mixovani (Waring blender), pouziti gumového
rotujiciho pistu ve zkumavce o priaméru o 0,5-1 mm vétsim nez pist a dvouhodinové
tfepani. Pro chemickou disperzi byl testovan roztok deoxycholdtu sodného s polyetylén
glykolem 6000 a iontoméni¢em Chelex 100. Uginnost disperze byla hodnocena
nizkorychlostni centrifugaci (1000xg) nebo centrifugaci v Nycodenzovém gradientu.

Courtois at al. (2001) homogenizoval pidu mixovanim v 0,9% roztoku NaCl
(Waring blender) a z takto ziskané suspenze oddélil mikrobialni frakci vysokorychlostni
centrifugaci na Nycodenzovém gradientu (1,3 g ml™).

Bylo by mozné dal pokracovat ve vyctu publikovanych metod izolace pUdni
mikrobidlni frakce, nicméné jak je zfejmé zjiz uvedeného prehledu vybranych
publikaci, nejvétsi variabilitu vykazuje sloZeni pufru pouzitého k homogenizaci pldy.
Odhlédneme-li od jeho sloZeni, je moZiné metody rozdélit do dvou skupin podle
zpUsobu vlastni extrakce mikrobidlnich bunék na metody pouzivajici diferencialni
centrifugaci (Faegri et al., 1977, Steffan et al., 1988, Hopkins et al., 1991a,b, Holben
1994) a metody vyuZivajici centrifugaci v hustotnim gradientu (Bakken 1985,
Macdonald 1986a,b, Lindal a Bakken 1995, Courtois et al., 2001).

U¢inné&jsi separace mikrobialni frakce od pédnich koloidé a pFedevdim
huminovych latek je mozné dosdahnout centrifugaci v hustotnim gradientu. Princip této
metody je zaloZen na skutecCnosti, Ze bakterie maji mensi vznasivou hustotu nez

vétSina pUdnich ¢astic. Jednim zprvnich, kdo tuto metodu v kombinaci
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s nizkootackovou centrifugaci pouZil, byl Bakken (1985), ktery pfipravil hustotni
gradient za poutZiti Ludoxu HS 40 (Du Pont Co., Wilmington, Del) a pozdéji velmi ¢asto
pouzivaného Percollu (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden). Percoll tvofi
suspenze koloidniho kfemiku, kterd ma v poZadovaném rozsahu hustoty nizkou
viskozitu a osmolaritu. Problémem mohou ale byt pravé castice kiemiku zvlasté pfi
nasledném poutziti fluorescenéni mikroskopie diky silné fluorescenci téchto castic.
V posledni dobé ziskal na popularité Nycodenz, neionicky iodovany derivat benzoové
kyseliny se tfemi bo¢nimi alifatickymi hydrofilnimi fetézci. Jeho systemicky nazev je 5-
(N-2,3-dihydroxypropylacetamido)-2,4,6-tri-iodo-N,N‘-bis(2,3dihydroxypropyl)
isophthalamid, molekulovd hmotnost 821, hustota 2,1 g ml™’. Neni toxicky a je velmi
dobfe rozpustny ve vodé. Jeho vlastnosti poprvé popsali Rickwood et al. (1982) a pro
Ucely izolace pldni mikrobidlni frakce ho jako jedni z prvnich pouzili Lindahl a Bakken
(1995). Z posledni doby mulzeme uvést napfriklad praci Liu et al. (2010), ktefi
Nycodenzovy gradient poufZili pro izolaci bakterii z plidy pfi pfipravé metagenomové
BAC knihovny. Préaci s Nycodenzovym gradientem popiSeme podrobnéji v nasledujicich
kapitolach prace.

Koneéné bychom také méli zminit metodu vyuZivajici zachyceni cilové skupiny
mikroorganismd na magnetickych nosi¢ich a jejich ndsledné oddéleni od pudni
suspenze. Vtomto prfipadé jsou magnetické mikroskopické kulicky obalené
monoklondlnimi ¢i polyklonalnimi protildtkami smichany s pidnim homogenatem, kde
se na né nachytaji cilové mikroorganismy, které jsou potom pomoci magnetu oddéleny
od zbytku pldniho homogendatu. Metoda detekce urcitych skupin mikroorganismu
pomoci protilatek se vétSinou vyuzivala predevsim pro detekci lékarsky vyznamnych
mikroorganismd ve vodé a potravindch, ale jeji aplikovatelnost pro pladni podminky
potvrdila jiz v roce 1968 studie Schmidta et al., ktefi vyuzili techniku fluorescencnich
protilatek ke studiu volné Zijicich bakterii, jako jsou rhizobia. Pfimo metodu
imunomagnetické detekce pro spory bakterii Streptomyces lividans v padnim prostredi

vyuzili naptiklad Wipat et al. (1994).

Extrakce R/DNA z piidy a piidni mikrobidlni frakce

Extrakci padni mikrobidlni R/DNA se vénuje celd fada ¢lankd, coZ je zfejmé

zpUsobeno predevsim velkou variabilitou padnich podminek znemoznujicich vytvoreni
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jedné univerzadlni metody extrakce R/DNA. SloZitost extrakce se také odrazi i
v mnozstvi komercnich kitd k izolaci nukleovych kyselin z pady a sediment(, o kterych
se zminime v zdvéru této kapitoly. Na tomto misté se budeme vénovat ,klasickym“
postupim izolace/extrakce nukleovych kyselin, které i z hlediska vyuky a pripravy
absolventl vysokych kol povazujeme za mnohem vhodnéjsi (ve srovnani s pouzivanim
komercnich kitl). Cely proces extrakce je mozné rozdélit do nékolika fazi, kde se kazda
podili na kvalité kone¢ného produktu: volba vhodného pufru, lyze bunék a konecné

¢isténi uvolnéné R/DNA.

Volba vhodného pufru

Prvnim krokem je volba vhodného pufru, ve kterém se uskutecni vlastni lyze
mikrobialnich bunék. Jde o krok zdanlivé méné dulezity, ktery vSak vyznamnou mérou
rozhoduje o vysledku celé extrakce. Ulohou pufru je zajistit vhodné prostiedi pro lyzi
bunék (napriklad casto vyuzivany lysozym je inhibovan vysokou koncentraci soli
v roztoku), zabranit degradaci R/DNA uvolnéné lyzi (pfedevsim plsobenim restrikénich
enzymU) a v pfipadé pfimé extrakce R/DNA také zabranit vazbé uvolnénych nukleovych
kyselin na pudni koloidy. A pravé zde dochazi ke ,stfetu zajmi“, protoze z hlediska
izolace a ochrany R/DNA po jejim uvolnéni je Zddouci mirné alkalické pH (vétsinou pH
8) a vysokd chelata¢ni schopnost pufru (restrikéni enzymy potfebuji bivalentni ionty),
tedy podminky vhodné i k uvolnéni kontaminujicich huminovych latek. Jakmile vSak
dojde k uvolnéni téchto latek, jsou pfi vétSiné extrakénich procest vysrazieny spolu
s R/DNA a jen velmi obtizné se z roztoku odstranuiji.

Za tradi¢ni pufr bychom mohli oznacit fosfatovy pufr (napfiklad 0,12 M
fosfatovy pufr pH 8), ktery umoznuje izolaci znaéného mnoizstvi R/DNA, bohuZel vsak
soucasné uvoliiuje mnoho huminovych latek. Tento pufr byl pouZit v mnoha pracich,
namatkou jmenujme alespon nékteré z nich: Ogram et al. 1987, Leff et al. (1995),
Stefan et al. (1988). Dalsi velkou skupinu tvofi pufry s riznym obsahem EDTA a TrisHCI;
EDTA vdazanim bivalentnich iontl zabranuje ¢innosti restrikénich enzyma a TrisHCI
zajistuje vhodné pH roztoku: jmenujme napfiklad pufr pouZity Crombachem et al.
(1972) a dale vyuzivany Torsvik et al. (1990a) obsahujici 33mM Tris-HCl a 1 mM EDTA,
pH 8,0. Picard et al. (1992) pouzil TNPE pufr: 50mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100

mM NaCl, 1% (w/w) polyvinylpolypyrolidone (PVPP); tento pufr pozdéji poufZili také
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napriklad Frostegard et al. (1999), Courtois et al. (2001) a dalsi; EDTA najdeme ve
vétsiné dalSich pufrl pouZzitych kizolaci pddni mikrobialni DNA (napf. Torsvik et al.,

1980; Liles et al., 2008).

Lyze mikrobidlnich bunék

Metody pouZivané k lyzi mikrobidlnich bunék je mozné rozdélit na dvé skupiny,
na metody mechanické a chemicko-enzymatické. VétSina postupl extrakce R/DNA
pouzivda kombinaci obou pfistupt, kdy predevsim pfi pfimé lyzi bunék v pldni matrici
mechanické oSetfeni v pocatecni fazi extrakce zajistuje kromé primého lytického
Ucinku i pfistup pouzitych enzymu a chemikalii k mikrobialnim burfikam pevné vazanym
v matrici pady.

Nejbéznéjsim mechanickym osSetfenim je intenzivni trepani pldni suspenze
Casto s pridanim razné velkych sklenénych kulicek. Naptiklad Hopkins et al. (1991a,b)
nebo Macdonald (1986a) pouZili trepani pldni suspenze se sklenénymi kulickami
predevsim k dokonalému resuspendovani ¢ homogenizaci vzorku za Uucelem
zptistupnéni mikrobidlnich bunék lytickému ucinku pouZitych enzym( a ostatnich
sloucenin. Velmi ucinnou variantou tohoto oSetfeni je tzv. beat beating, tj. velice
intenzivni tfepani ptdy (4—6,5 m/s) s pufrem a sklenénymi kuli¢kami o velikosti kolem
0,1 mm, kde uz kromé homogenizace vzorku dochdzi i k mechanické lyzi ¢&asti
mikrobialnich bunék. PlGvodné sSlo o velmi hmotné a hlu¢né zatizeni (Braun Beat —
beater), kdy vzorek pudy (nékolik gramu dle velikosti pouzitych zkumavek) s pfislusnym
pufrem a sklenénymi kulickami (0,11 mm) 5 minut rotoval ve sklenéné zkumavce ve
specidlni kapsuli pfistroje chlazené stlacenym CO, (Smalla et al., 1993, van Elsas et al.,
1997). Toto zafizeni bylo v poslednich letech narazeno mensimi pfistroji (nazyvanymi
napf. FastPrep, Ribolyzer, Magnalyser a podobné), kde je rotaéni pohyb jedné
zkumavky nahrazen vertikalnim tfepanim 12, pfipadné 24 dvoumililitrovych plastovych
zkumavek se vzorkem (napf. 0,5 g pady) a prislusnou lytickou matrici obsahujici kromé
jiného i rGzné velké kulicky. Nejzndméjsi je systém FastPrep, coZ je oznaceni jak pro
samotny homogenizator, tak i pro komer¢né dodavané a velmi Uspésné kity pro izolaci
R/DNA z pldy, bakterii, mikromycet a podobné (Griffiths et al., 2000; Dineen et al.,
2010a, 2010b; Mettel et al., 2010).
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Dalsi moznosti je sonikace vzorku bud”ve vodni lazni, nebo podstatné ucinnéjsi
zpUsob za poutZiti kovové sonikacni sondy vibrujici v nadobce s pldni suspenzi nebo
mikrobidlni frakci. Zvlasté pfi pouziti sondy se dosahne velmi Ucinné lyze bunék,
bohuZel vsak spojené s intenzivnim nastfihanim extrahované DNA a proto se tento
zpUsob prilis neuplatriuje (Frostegard et al., 1999; Courtois et al., 2001).

Z dalSich mozZnosti musime jmenovat tradi¢ni ,freezing-thawing”, tedy prudké
zmrazovani a rozmrazovani padni suspenze za poutZiti tekutého dusiku a teplé vodni
[azné. Avsak vzhledem k malé velikosti predevsim bakteridlnich bunék a velké rychlosti
jejich zmrazeni se da predpokladat, Ze toto oSetfeni nebude na znacnou ¢ast pudnich
bakterialnich bunék pfilis ucinné. Smalla et al. (1993) porovnavala uUcinek tohoto
oSetfeni s tradi¢nim beat-beatingem, ktery prokazal podstatné vyssi ucéinnost lyze a
Kauffmann et al. (2004) a Zhou et al. (1996) dosli k zavéru, Ze toto oSetfeni je Ucinné
pouze na Gram-negativni bunky.

Byly také testovany nejrliznéjsi zpusoby treni ¢i mleti pldy, a to pldy suché
(Frostegard et al., 1999), nebo zmrazené tekutym dusikem (Hurt et al., 2001).
Frostegard et al. (1999) a Courtois et al. (2001) vyuzili strojové mleti v achatové treci
misce s achatovymi kulickami o praméru 20 mm po dobu aZz 60 minut nebo
drceni wolframovymi krouzky po dobu 30 vtefin, avSak i po tomto oSetfeni zlstalo
podle mikroskopického pozorovani vice nez 50 % bunék intaktnich. Treni pudy
s kapalnym dusikem ruéné v tfeci misce pouzili k extrakci DNA z pady Volossiouk et al.
(1995). Zhou et al. (1996) testoval ucinek tohoto oSetieni na kultury Gram-pozitivnich
bunék smichanych se sterilnim piskem, kde toto oSetfeni zvySilo vynos DNA 2—-6x ve
srovnani s pouhym freezing-thawing.

Nejcastéji pouzivanym enzymatickym oSetfenim je pUsobeni lysozymu. Tento
enzym pritomny ve slinach, slzach a jinych télnich exkretech, ale také ve vaje¢ném
bilku, hydrolyzuje 1-4 beta glykosidickou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou a
N-acetyl-D-glukozaminem v peptidoglykanu bakteridlni bunééné stény predevsim
Gram-pozitivnich bakterii a mezi N-acetyl-D-glukdzaminovymi zbytky v chitodextrinu
mikromycet (zfejmé proto se nékdy lysozym pouZiva pro izolaci R/DNA z mikromycet).
Gram-negativni bakterie vzhledem k odliSnému sloZzeni bunécné stény jsou chranény
proti ataku lysozymu, avsak tato ochrana neni Uplna (Masschalck et al., 2001). Lysozym

je inhibovan vysokou koncentraci soli, coZ je nutné respektovat pfi vybéru pufru
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pouzitého k lyzi. K pufru byva nékdy pfidavana sachardza, kterd stabilizuje sféroplasty
vznikajici Ucinkem lysozymu do pfidani detergentu lyzujictho cytoplazmatickou
membranu. Kromé lysozymu (a casto spolecné s nim) byva také uzivana proteindza K,
Sirokospektra serin-protedza pouzivana k traveni protein( a odstrafiovani kontaminaci
pfi extrakci nukleovych kyselin. Jeji lytickou cinnosti jsou také rychle rozstépeny
endonukleazy a timto zplsobem jsou uvolnéné nukleové kyseliny chranény proti jejich
degradaci. Svou proteolytickou schopnost si proteindza K uchovava i za pritomnosti
SDS a EDTA, cozZ je nesmirné dulleZité pravé pfi procesech izolace a Cisténi R/DNA.
Z dalSich enzym( mulzZeme zminit achromopeptidazu, kterou Ezaki a Suzuki (1982)
pouzili k lyzi Gram-pozitivnich anaerobnich kokl rezistentnich Gcinku lysozymu. Tento
enzym atakuje peptidové mUstky mezi fetézci peptidoglykanu.

K lyzi mikromycet lze pouzit kombinaci lytickych enzym0 z Rhizoctonia solani,
vykazujicich glukandzovou, proteazovou, pektindzovou a amyldzovou aktivitu a
lytickych enzym z Trichoderma harzianum s glukanazovou, celluldzovou, proteazovou
a chitindzovou aktivitou (Sigma-Aldrich). Novo Nordisk produkoval Novozym 234 (smés
chitinolytickych enzym1), ktery se pouZzival k ptipravé houbovych protoplastl, extrakci
DNA z houbovych kultur i k extrakci DNA mikromycet z pady (Porteous a Armstrong,
1991).

K chemické lyzi bakteridlnich bunék je nejc¢astéji vyuZivan laurylsufat sodny
(SDS), tenzid vyuzivany i v mnoha pfipravcich osobni hygieny, jako napfiklad zubni
pasty a podobné. Pro Ucely lyze se €asto pouziva tzv. horka lyze (hot SDS lysis), kdy je
k pudni suspenzi pfidan SDS do konecné koncentrace 1 % a vyslednd suspenze je
inkubovdana pfi 65-70°C. Lyze buriky prob&hne narusenim cytoplazmatické membrany.
Dalsim dcasto vyuZivanym kationtovym detergentem je cetyltrimetylammonium
bromide (nebo také hexadecyltrimethylammonium bromid; CTAB). Tento detergent by
nemél byt pouzit spolu sSDS nebo fenolem, protoie snimi tvofi nerozpustné
srazeniny. Pro zachovani rozpustnosti DNA je potfebna vysoka koncentrace
monovalentnich kationd jako Na® nebo NH.", kterd také zajisti vysrazeni
polysacharidovych (obecné uhlovodikovych) a proteinovych komplext s CTAB, které
budou za téchto podminek naopak nerozpustné. Podobny ucinek maji i dalsi
detergenty, Ize dokonce pouzit i kterykoliv bézny praci prostfedek (Bahl a Pfenninger,

1996). Metoda izolace DNA pomoci pracich prostfedkd byla publikovana pro
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nejriznéjsi typy tkani (lidské tkané, tkané plazl, slimakd, tabaku), v nasi laboratofi
jsem ji aplikovali i na pldni vzorky a i zde byla izolace Uspésna, coZ neni prekvapivé,
vezmeme-li v dvahu, Ze vétSina pracich prostfedkld obsahuje detergenty, enzymy a
chelatacni Cinidla. Problémem z(stdva skutecnost, Ze podobné jako pfi vyuZiti SDS a
EDTA je spolu s DNA uvolnéno i mnoho huminovych substanci, coz se projevi tmavym
zbarvenim vzorku a je samoziejmé spojeno se znacnymi komplikacemi pfi dalSim

Cisténi a uziti extrahované DNA (inhibice enzymatickych reakci).

Cisténi — sréZeni izolované R/DNA

Po uvolnéni zbunék je potfebi R/DNA zbavit kontaminaci nukleoidovych
proteind i dalSich zbytkd bunécnych struktur a — predevsim v pfipadé primé lyze — i
pfimési z pldniho prostredi, hlavné huminovych substanci, které vykazuji vyrazny
inhibiéni vliv na enzymatické reakce a znesnadriuji tak dalsi praci s R/DNA. Urovef
kontaminace je posuzovana skanovanim na UV spektrofotometru, kde fenolické Iatky
(huminové substance) maji maximum absorbance pfi vinové délce 230 nm, DNA pfi
260 nm a proteiny pfi 280 nm. K vypoctu kontaminace pak slouZi poméry absorbance
260/230 pro huminové latky a 260/280 pro proteiny, které by se oba u Cisté DNA mély
pohybovat v rozmezi 1,8-2,0.

Problémem huminovych substanci je fakt, Ze jsou béinymi srazecimi
technikami pouZivajicimi etanol nebo isopropanol vysrazeny z roztoku spolu s R/DNA
a daji se proto jen velmi obtizné odstranit. Proto je lépe soustredit veskeré usili na
minimalizaci téchto kontaminaci jiZz v pribéhu procesu extrakce R/DNA, tedy volbou
vhodného pufru i lytickych oSetfeni, jak bylo diskutovano vyse. Kromé toho byly
publikovany postupy omezujici kontaminaci pridavkem nejriznéjsich chemikalii, z nichz
asi nejcastéji diskutovanym je jiz vySe zminény polyvinylpolypyrolidone (PVPP), bézné
pouzivany jako plnidlo (tablety — napf. ndhrazky cukru) a Cefici latka (ndpoje).

PVPP je makromolekularni ve vodé nerozpustna sloucenina, kterd je schopna
na sebe selektivné vazat fenolické latky (pouziva se napf. pro vazbu tfislovin pfi vyrobé
piva). Reakce probihd jenom v urcité oblasti pH. V alkalickém prostfedi se vazba
uvolfiuje a adsorbované latky prechdzeji zpét do roztoku. Pravé tento fakt muze
pusobit komplikace pfi extrakci R/DNA, kde se vyuZivaji pufry s alkalickym pH. To je

zfejmé také davod, pro¢ nékteré metody vyuZivajici PVPP pfi extrakci nukleovych
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kyselin hovofi o tzv. ,acid washed PVPP“, tedy okyseleném PVPP. PVPP je soucasti
naptiklad jiz vyse zminéného TNPE pufru, ktery byl publikovan Picardem et al. (1992) a
dale pouzivan Frostegardem et al. (1999), nebo soucasti protokolu izolace pldni
bakterialni DNA publikované Holbenem (1994). Jiné metody vyuzivaji PVPP jako
filtra¢ni kolonu (Lakay et al., 2006; Arbeli a Fuentes, 2007).

Podobny ucinek jako PVPP md mit jiz dfive zminény CTAB, ktery by tedy kromé
ulohy pfi naruseni cytoplazmatické membrany mél byt schopen tvofit nerozpustné
komplexy s huminovymi latkami a jiz vySe zminénymi polysacharidy a proteiny (Obr. 3-

1).
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Obr. 3-1 Vazba fenolickych slouéenin na CTAB

Kromé PVPP byl testovan i vliv polyvinylpyrolidonu (PVP) na cistotu DNA
Vtomto pfipadé byl rozpustny PVP pfiddn do agarézového gelu, kde zpomalil
elektroforetickou mobilitu fenolickych latek (huminové substance) a umoznil tak jejich
oddéleni od nukleovych kyselin (Young et al., 1993).

Dalsi moznosti odstranéni kontaminace huminovymi latkami jsou nejrlznéjsi
filtracni kolony. Kromé jiz zminéného PVPP se pouZivaji kolony Sepharozové (Torsvik
1980), Sephadexové (Howeler et al., 2003, Miller et al., 1999), Chelexové (Straub et al.,
1994) Castéji vyuzivané v prvnich fazich izolace k usnadnéni lyze bunék a existuje i cela
fada komercéné produkovanych filtracnich kolon, jako naptiklad Wizardové kolony
(Henne et al., 1999) nebo Elutip-d kolony (Degrange a Bardin 1995; Frostegard et al.,
1999), nebo kolony, které jsou soucasti komercnich kit pro izolaci pddni DNA (napf.

FastDNA” SPIN Kit for Soil, FastRNA" Pro Soil-Direct Kit, FastRNA® Pro Soil-Indirect Kit).
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PFfi poutZiti filtraénich kolon dochazi bud k vazbé huminovych latek na tyto kolony
(napf. Sepharozové kolony), DNA vtomto pfipadé kolonami volné prochazi, nebo
zvlasté u kolon, které jsou soucdsti izolacnich kitli, se naopak nukleové kyseliny
selektivné vazi na matrici kolon, zatimco huminové latky jsou vymyty. Po zméné pH
nebo osmotickeé sily roztoku jsou Cisté nukleové kyseliny uvolnény z kolon.

K ziskani a ¢isténi R/DNA po lyzi se pouZivaji také nejriznéjsi srazeni. Nejcastéjsi
je srazeni etanolem nebo isopropanol za vysoké koncentrace soli v roztoku (obvykle
0,3 M acetat sodny), kde zakladnim rozdilem je mnozstvi alkoholu pouzitého ke srazeni
(2-2,5 objem( v pripadé etanolu, nebo 0,6—1 objem u isopropanolu). V obou
pfipadech jsou ale spolu s nukleovymi kyselinami vysrazeny také huminové latky.
Existuji vSak postupy srdieni, které jsou selektivnéjsi a pfi jejich pouZiti dojde ke
znatnému snizeni kontaminace nukleovych kyselin témito latkami. Jednim z nich je
srazeni R/DNA pomoci polyetylén glykolu (PEG). V tomto pfipadé se vétsinou pouZiva
PEG 6000 nebo PEG 8000 v konecné koncentraci 10 % za pfitomnosti 1M NaCl (napf¥.
Howeler et al., 2003; Towe et al., 2011) . Je mozné také vyuzit srdzeni pomoci 5mM
spermine tetrahydrochloride (spermine-HCl), zde je naopak nutna nizkd koncentrace
soli, tedy nejlépe v TE pufru (Hopwood et al., 1985).

PouZivaji se i dalsi zplsoby cisténi DNA, jako je centrifugace v gradientu
chloridu cesného nebo cisténi na hydroxyapatitovych kolondch (Ogram et al, 1987,
Stefan et al., 1988). V obou pfipadech vsak jde o procesy jak ¢asové tak financné
naro¢né, béhem kterych dochazi také ke ztratdm na vynosu DNA. Kromé toho
centrifugace v gradientu chloridu cesného je vhodna spiS pro odstranéni proteinovych
a dalSich bunécnych nedistot, huminové latky budou dispergovany v tomto gradientu
(Stefan et al., 1988).

Odstranéni dalSich kontaminantu, predevsim proteind, jiz nepredstavuje takovy
problém. Cést proteind mlZe byt rozloiena pridavkem proteindzy Ka béinym
oSetfenim je fenol-chloroformova extrakce. Proteiny mohou byt také srazeny acetatem
draselnym (Smalla et al., 1993) nebo cesium chloridem (Smalla et al., 1993, van Elsas et
al., 1997).

Jiz vivodu této kapitoly jsme se zminili o komerénich soupravach/kitech
k extrakci DNA z pldy, kterych se zvlasté v poslednich letech objevila celd tada.

Zminme napriklad UltraClean Soil DNA kit a PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio
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Laboratoriem Inc., Solana Beach, CA, USA), FastDNA® SPIN Kit for Soil (Q-BlOgene),
Mag-Bind® Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek, Inc.), nebo ZR Soil Microbe DNA Kit (Zymo
Research). S vétSinou téchto souprav je mozné ziskat velmi kvalitni DNA z vétsSiny pud,
avsak podobné jako stdle neexistuje univerzalni metoda extrakce R/DNA z pldnich
mikroorganismU aplikovatelnd na vSechny padni podminky (pro Uplnost/spravnost je
zde tfeba zminit metodu izolace DNA z pldy — ISO standard 11063 — Soil quality —
Method to directly extract DNA from soil samples), neexistuje také jeden univerzalni
kit acinny ve vSech pldnich podminkach. Kromé toho se v pfipadé komercnich kitQ
pracuje s ,Cernou skrinkou®, kde se michaji blize nespecifikované roztoky a pouZzivaji
nejriznéjsi centrifugacni kolony bez podrobnéjsich informaci, s ¢im se vlastné pracuje,
coz prakticky znemoznuje jakoukoliv optimalizaci extrakéniho procesu. Je také treba
zdUraznit, Ze i pti pouziti stejnych komercnich extrakénich kith (pfipadné stejnych
extrakénich protokoll) a stejnych pudnich vzorkid se vysledky izolace budou lisit
laboratot od laboratore (vlastni nepublikované vysledky; Pan et al., 2010). A konecné
z hlediska vyuky na vysokych Skoldch nepovazujeme poutZiti kit za pfinosné pro jiz
zminénou absenci znalosti procesu samotné extrakce. | presto je nutné zdulraznit, Ze
pro nékteré aplikace maze byt pouziti kit vhodné a bylo by chybou se mu a priori

vyhybat.

Metody studia mikrobialni diverzity zalozené na
analyze R/DNA bez pouZiti PCR

Metody zaloZené na hybridizaci DNA izolované z mikrobidlni komunity

Jedinou metodou, ktera je teoreticky schopnd urcit absolutni diverzitu
mikrobidlniho spoleenstva, je metoda reasociace denaturované DNA extrahované
z mikrobialnich spoledenstev. Tuto metodu kanalyze diverzity mikrobidlnich
spoleéenstev poprvé pouZila v roce 1990a Torsvik et al., ale vzhledem ke své obtiznosti
nedoznala velkého rozsifeni. Metoda spociva v extrakci DNA z environmentalniho
vzorku, jejiho nastépeni a tepelné denaturaci a nasledné renaturaci po ochlazeni
vzorku, jejiz rychlost je nepfimo Umérna diverzité analyzovaného vzorku. Cas potiebny
k dosazeni polovi¢ni reasociace muze pak byt vyuzit jako index diverzity pfislusného

vzorku. Jedna se tedy o jednoduchy princip dfive pouzivany k urceni velikosti geonom(
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nejriznéjsich organism( (Baldari a Amaldi, 1976; Dhillon et al., 1980). Jeho aplikace na
podminky mikrobidlnich komunit, zvlasté pldnich, vSak spolu pfindsi znacné
komplikace. Kromé jiz dfive zminéného problému zajisténi extrakce DNA ze vSech
mikrobialnich bunék studované mikrobialni komunity spole¢ného pro vSechny ostatni
metody zaloZené na extrakci DNA, bude prvnim zavaznym problémem zajisténi DNA
v dostate¢né kvantité i kvalité. Metoda vyZaduje v porovnani s jinymi molekularnimi
metodami znacné mnoizstvi DNA, ktera musi kromé toho byt dostatecné Cistd, protoze
jakékoliv necistoty (predevsim huminové latky) maji znacny vliv na pribéh reasociace
denaturované DNA. Proto byla extrahovana DNA v plvodni metodé (Torsvik et al.,
1990a) cisténa na hydroxyapatitovych kolonach. Poté byla nastfihdna na mensi kousky
(reasociace intaktni DNA by trvala neimérné dlouho) a opét Cisténa na
hydroxyapatitovych kolonach z dlivodu odstranéni malych usek(i DNA. Teprve potom
mohlo byt pristoupeno k tepelné denaturaci DNA a nasledné reasociaci za nizsi teploty.
Pravé pomaly pribéh reasociace (i po nastfihani DNA je k dosaZeni poloviny reasociace
potieba inkubace v fadu dni az nékolika tydn() spolu s dalSimi naroky této metody na
pfistrojové vybaveni a podobné ziejmé zpUsobil, Ze se tato metoda nerozsitila a
naprostd vétsSina publikovanych praci vyuzZivajici tuto metodu pochazi z laboratore
autorky (Torsvik et al., 1990a; Ovreas et al., 2003; Ovreas a Torsvik, 1998; Sandaa et
al., 1999; Ritz et al., 1997).

Kromé metody reasociace princip hybridizace DNA pouzivaji i dalsi metody,
Casto vsak jiz za prispéni PCR, ¢i jinych molekularnich metod. Napfiklad Griffiths et al.
(1996) poutzili hybridizaci DNA izolované zriznych padnich vzork(i ke srovnani
struktury mikrobidlnich spolecenstev téchto pad. V tomto pripadé je DNA z jednoho
vzorku nastipana restrikénimi endonukledzami a oznacena bud pomoci tzv. ,nick
translation”, metody, pfi které je DNA nasStipdna pomoci DN4zy a nasledné oznacena
s vyuZitim DNA polymerdzy |, kterd zaménuje nékteré nukleotidy za znacené (Rigby et
al., 1977), nebo ,random primer labeling” (Thomas-Cavallin M. a Ait-Ahmed O, 1988),
kdy jsou k denaturované DNA pridany ndahodné oligonukleotidy, které jsou za pomoci
Klenowa fragmentu polymerdzy a smési 4 nukleotidld, z nichZz jeden je znaceny,
prodlouzeny za produkce znacené dvouretézcové DNA. Takto znacena DNA jednoho
spole¢enstva je poté hybridizovdna s DNA druhého vzorku imobilizovaného na

membrané. Touto metodou je tedy mozné pouze srovnat dva vzorky DNA, ale protoze
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je srovnani provadéno oboustranné (vzorek A je srovnavan se sondami vytvorenymi ze
vzorku B a naopak), porovnanim ziskame informace jak co do druhové bohatosti, tak i
vyrovnanosti obou vzork.

Konecéné jsou na hybridizaci zaloZeny nejriznéjsi molekularni metody vyuZivajici
razné specifické DNA sondy a pracujici jak s DNA, tak i s RNA, nebo dokonce in situ.
Timto zplsobem je moZné ziskat dllezité kvantitativni i kvalitativni udaje o studované
komunité. Nutno podotknout, Ze ¢ast téchto metod je opét zalozend na vyuziti PCR.
Sondy mohou mit nejriznéjsi specificitu od domén az po jednotlivé mikrobidlni druhy a
mohou byt i ridzné znaceny (Theron a Cloete, 2000). Tradi¢né se pouzivaly radioaktivné
znacené sondy, v posledni dobé vSak nabyly na vyznamu fluorescencni sondy, které
vedly k aplikaci techniky FISH (fluorescent in situ hybridization) i v analyze pudnich
mikrobidlnich spolecenstev (Margesin et al., 2009; Henneberger et al., 2011; Zhang et

al., 2012).

Metagenomové knihovny

Kone¢né je nutné zminit metodu tvorby metagenomovych knihoven, nékdy
také v literature nazyvané ,shotgun cloning”. Metagenomem rozumime vSechny geny
prfitomné ve zkoumaném environmentdlnim vzorku. Metagenomova knihovna tedy
vznikne pfimym klonovanim DNA extrahované z environmentalniho vzorku. Geneticka
informace vytvofenych klonld je pak nejraznéjsimi zpUsoby analyzovana. Jednu
z prvnich studii pouZivajicich tento pfistup publikovali jiz v roce 1991 Schmidt et al.,
ktefi klonovali DNA izolovanou z morského bakterioplanktonu do bakteriofaga lambda
a mezi klony identifikovali a sekvenovali 38 kloni sgeny pro 16S rRNA. Dalsim
meznikem byla prace Rondona et al. (2000), ktefi publikovali jednu z prvnich praci
zabyvajicich se tvorbou metagenomovych knihoven s pouzitim bakteridlniho umélého
chromozému (bacterial artificial chromosome — BAC) a DNA izolované ze dvou pldnich
vzorka.

Metagenomové knihovny pfedstavuji nevyéerpatelny a dosud témér nedotéeny
zdroj informaci o genetické variabilité a potencidlu nejriznéjsich mikrobialnich
spoleenstev. Praktické provedeni tohoto ukolu vSak neni snadné. Zakladnim
predpokladem Uspésné tvorby knihovny je totiz klonovani velkych usekd DNA, ¢asto o

velikosti nékolika stovek kb. Jen takovéto klony vytvari predpoklad k ziskani opravdu
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uzite¢nych genetickych informaci napfiklad ve formé novych ucelenych metabolickych
drah a usnadiuji naslednou analyzu knihoven. BéZnymi postupy extrakce mikrobialni
DNA jsou vsak izolovany fragmenty DNA jen o velikosti 10 — 20 kb. K ziskani vétsich
Usekl je vétSinou potreba pristoupit k izolaci DNA z mikrobidlnich bunék v tercicich
z nizkotuhnouci agarézy. Mikrobialni buriky jsou potom v téchto tercicich lyzovany a
uvolnéna DNA nastépena restrikénimi enzymy na fragmenty o vhodné délce. Kontrola
ucinnosti Stépeni DNA spolu se separaci DNA podle molekulové hmotnosti fragmentu
se provede na pulzni gelové elektroforéze. Z vysledného gelu je pak vyriznuta oblast
odpovidajici poZzadované molekulové hmotnosti DNA, kterda je z gelu ziskdna bud
enzymatickym rozpusténim agardzy, nebo vyplavenim pomoci elektroforézy.

Ziskanim DNA fragmentl o vysoké molekuldrni hmotnosti vSak uskali metody
nekonci. Fragmenty je nutné vloZit do vhodného vektoru a nasledné pak analyzovat.
Avsak uZz jen samotna manipulace stakovymi fragmenty DNA je velice obtizna —
napfiklad pfi pipetovani muize dojit velice snadno k naruseni celistvosti téchto
fragment( (a tedy sniZzeni molekulové hmotnosti ziskanych fragment(). DalSim Uskalim
je vybér vhodného vektoru, ktery by mél v idedlnim pripadé zajistit neselekéni vlozeni
vSech ziskanych DNA fragment( a pfipadné i jejich expresi ve vhodném organismu.
Jako vektor je moZné pouZit plazmidy, ¢astéji jsou ale vyuZivany vektory odvozené od
raznych fagl, jako napriklad cosmidy, odvozené z fagu lambda. Tento vektor obsahuje
cos sekvenci z pavodniho faga (nutnou pro zabaleni DNA) a vhodny pocatek replikace
dle pozadavkll klonované DNA. V porovnani snormalnimi plazmidy schopnymi
pojmout fragmenty 1-20 kb, se cosmidy pouZivaji ke klonovani fragmentd v rozmezi
37-52 kb. Fosmidy jsou podobné cosmidim, jsou ale odvozené z bakteridlniho F-
plazmidu. Velikost kolonovanych fragment( zde dosahuje 40 kb. Vzhledem k nizkému
poctu kopii jsou stabilnéjSi nez cosmidy s vysokym poctem kopii. DalSim typem
klonovaciho vektoru jsou tzv. phasmidy (phagemidy). které byly vyvinuty jako hybridy
faga M13 a plasmidi. Mohou rlist podobné jako plasmidy, zdroveri vSsak mohou
obsahovat i jednofetézcovou DNA jako virové ¢astice. Vyznamnym pfinosem ve tvorbé
metagenomovych knihoven bylo vytvoreni vyse zminéného BAC vektoru zaloZzeného na
F-plazmidu. Na rozdil od fosmidd jsou schopné pojmout az 150-350 kb genetické
informace. Z bakteridlniho P1-plasmidu byl vyvinut podobny vektor nazyvany PAC. Jen

pro uplnost zde zmifime vektory vyvinuté pro klonovani DNA z jinych nez bakteridlnich
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zdroju, jako napfriklad vektor YAC (yeast artificial chromosome) nebo HAC (human
artificial chromosome).

Po Uspésném klonovani a zavedeni vektoru do vhodné hostitelské bunky je
mozné ke studiu ziskanych knihoven aplikovat dva pfistupy — screening mlze byt
zalozeny na sekvenovani, nebo na funkéni detekci klonovanych genli. Oba pfistupy
maji své vyhody, ale také uskali. Sekvencni screening je zaloZzen na detekci sekvenci
podobnych zndmym (funkénim) genlim a muiZe tedy detekovat (za pouziti primert
nebo sond) jen varianty jiz zndmych metabolickych drah a podobné. Jejich detekce
vsak nezajistuje pfitomnost celych takovychto gent/drah. Vyhodou tohoto pfistupu je
nezavislost na expresi a produkci cizich gen(i v hostitelské burice. Pfipadné je — diky
nesmirnému pokroku v technikdch sekvenovani — teoreticky mozné sekvenovat celé
knihovny, kde pak nejvétSim problémem bude zpracovani a predevsim interpretace
ziskanych vysledk(l. V ptipadé funkéniho screeningu neni potfebna znalost jakékoliv
sekvence a proto timto pristupem mohou byt objeveny zcela nové geny/funkce.
Zakladnim a limitujicim faktorem zde vsak bude exprese klonovanych gent a tvorba
funkénich produktd v hostitelské burice. Situace je dale komplikovana faktem, Ze i
v pripadé, Ze k této expresi a tvorbé produktl dojde, mohou tyto byt pro burku letalni
a v dusledku toho tedy nedetekovatelné. Tvorbé metagenomovych knihoven a jejich
analyze se budeme jesté podrobnéji vénovat v nasledujicich kapitolach prace.

Jako pro jiné aplikace v molekularni biologii i pro tvorbu metagenomovych
knihoven existuji dnes i komercni kity. Naptiklad firma Epicentre vyvinula kit k izolaci
DNA z vodného prostredi za ucelem tvorby metagenomovych knihoven (Metagenomic
DNA Isolation Kit for Water, Epicentre, dnes soucdst lllumina, Inc., Madison,
Wisconsin, USA). Uvadéna velikost izolovanych fragment( je vSak jen 40 kb, coz mze
byt podle naseho ndzoru nedostatecné. Firma Lucigen nabizi dokonce uceleny servis ve
formé tvorby celych metagenomovych knihoven: Metagenomic BAC and Fosmid
Libraries. Podle informaci na jejich webovskych strankach

(http://lucigen.com/store/Metagenomic-BAC-and-Fosmid-Libraries.html) jsou schopni

izolovat DNA o vysoké molekulové hmotnosti z minimalniho mnozstvi nejriiznéjsiho
materialu (mikrobidlni vzorky z rostlin a ZivocichG; padni vzorky; morské vzorky —
plankton, fasy, houby; extremofilové; a jiné environmentalni vzorky) a tuto pak pouzit

k pfipravé nahodné nastfihanych (Random Shear) BAC a fosmidovych knihoven, které
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jsou zakaznikovi doruc¢eny zmrazené v 384 nebo 96 jamkovych destickach. V dobé, kdy
jsme se v nasich laboratofich zabyvali tvorbou metagenomovych knihoven, Zadny
z téchto servisli neexistoval a proto jejich vhodnost nebo ucdinnost nemizeme
posoudit.

| pres vSechny zminéné problémy a omezeni predstavuji metagenomové
knihovny vyznamny a nepostradatelny prostfedek k identifikaci novych biomolekul
vyuZzitelnych v mediciné (novd antibiotika a jind léciva), potravinarstvi i mnoha
pramyslovych aplikacich a v neposledni fadé i ke studiu diverzity a metabolického
potencidlu mikrobidlnich spolecenstev véetné dosud do znacné miry opomijenych
virovych spolecenstev, pro které knihovny predstavuji témér jediny moziny zpusob
jejich soustavného studia. Svéd¢i o tom i fada praci z posledni doby zabyvajicich se
tvorbou a vyuzitim metagenomovych knihoven z pGdniho prostredi, jako napfiklad
Nacke et al., 2011; Sang et al., 2011; Khan a Jithesh, 2012; Ko et al., 2012; McGarvey et
al., 2012.

Metody studia mikrobidlni diverzity zaloZzené na
analyze R/DNA s pouzitim PCR

Polymerdzova retézova reakce

Az do pocatku 80. let minulého stoleti byla identifikace mikroorganism( i
vSechny navazujici mikrobiologické metody zaloZeny prevazné na metodach
kultivaénich. Pak pfisly dva vyznamné objevy. Vroce 1985 Kay Mullis pracujici
v laboratofich Henry Ericha (Cetus Corp. in Emeryville, Kalifornia) obijeuvil
polymerazovou fetézovou reakci. Druhym dalezitym milnikem bylo zjiSténi, Ze
fylogenetické vztahy mezi organismy mohou byt odvozeny z molekuldrnich sekvenci.
Zcela idealni se pro tento ucéel ukazal gen pro 16s rRNA, ktery spliuje vSechny
pozadavky kladené na idedlni molekularni marker: je pfitomen ve vsech Zivych
organismech, je dostatecné dlouhy (prvni pokusy byly provadény s kratsi 5s rRNA), aby
poskytl potfebné informace (dokumentace evoluce a podobné), jeho horizontalni
transfer je omezeny, stejné tak jako jeho primarni a sekundarni struktura a konecné
jeho sekvence obsahuje domény konzervativni (umoZziujici napf. tvorbu primerQ) i

variabilni (umozZnujici rozliseni jednotlivych gent/organismu). Spojeni téchto dvou
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objevl znamenalo doslova revoluci v mikrobidlni ekologii i vcelé mikrobiologii i
ostatnich biologickych védach. Vzhledem k vyznamu PCR pro vSechny biologické védy
se budeme touto metodou zabyvat ponékud podrobnéji.

Princip PCR spociva v namnoZeni useku nukleové kyseliny ohrani¢eného na
zacatku a na konci tzv. primery (kratkymi oligonukleotidy DNA) v zafizeni zvaném
termocycler, které je schopné rychle ménit teplotu vzork(. Cely proces PCR pak sestava
z mnohonésobného opakovani krok( denaturace DNA (94°C), nasednuti primerd na
oddélené jednovldknové fetézce denaturované templatové molekuly DNA (50-65°C) a
prodluZovani primerd — tedy syntéza komplementérniho fetézce DNA (72°C).
Teoreticky lze takto béhem 30 cykld zjedné molekuly DNA ziskat pres miliardu
identickych molekul DNA .

Zakladnim predpokladem pro uspéSnou aplikaci vSech molekuldrné
biologickych metod vyuZivajicich PCR je kvalitni par primerl zabezpecujici vysokou
specificitu a acinnost PCR reakce. Proto vsechny PCR metody zacinaji bud
vyhleddvanim vhodnych jiz existujicich primer(, nebo tvorbou novych primer(. Pro
vytvoreni novych primerd je nutné nejprve shromazdit maximum informaci o DNA
sekvenci zkoumané oblasti, tyto pak sefadit podle podobnosti sekvenci a na zadkladé
sekvenci konzervativnich Usekd DNA navrhnout vhodné primery.

V ptfipadé primerd pro 16S rDNA bude zdrojem potfebnych informaci
nejpravdépodobnéji databaze RDP — Ribosomal Database Project. Tato databaze
vznikla na popud Carl R. Woese a Gary J. Olsena z University of lllinois, ktefi si
uvédomili, Ze rRNA, diky svym konzervativnim sekvencim, mlzZe byt vyuzita ke
zkoumani fylogenetickych vztahl mezi organismy. Databaze obsahuje sekvence
prokaryotické, eukaryotické a mitochondrialni malé podjednotky rRNA a nabizi i fadu
sluZeb, jako sefazeni dat dle sekvenci, tvorba dendrogram, vyhledavani sekvenci dle
podobnosti a podobné.

Kromé primerl pro 16s rRNA srlznou specificitou (od univerzdlnich
bakterialnich primerd aZz k druhové specifickym primerdm) jsou také casto vyuzivany
primery pro funkéni geny. Princip jejich tvorby je podobny jako u 16s rRNA primerd, ale
vzhledem k tomu, Ze se jednd o primery pro funkéni geny, jejichz produktem jsou
vétsSinou enzymy ¢i bilkoviny vSeobecné, ma jejich tvorba uréitd specifika. Jde

predevsim o prvotni sefazeni sekvenci zkoumané oblasti, které je moziné udélat
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podobné jako u 16s rRNA primerQ na Urovni bazi, ale v pfipadé funkénich gend asi
Castéji na urovni aminokyselin, které mizZe odhalit nékteré skryté podobnosti mezi
pfibuznymi sekvencemi.

Existuje celd rada programi pro tvorbu/designe primerd, na tomto misté
zminime jen ndmi c¢asto Uspésné vyuzivany program CODEHOP (COnsensus-
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers), ktery je mozné v plvodni formé nalézt na

webové adrese http://blocks.fhcrc.org/blocks/help/CODEHOP/tips.html.  Tento

program uZ neni vsoucasné dobé ddle udrzovdn a je moziné jej vyuzit jen pro
jednodussi ukoly/primery a byl nahrazen podobnym programem iCODEHOP na
Univerzity of Washington (http://dbmi-icode-01.dbmi.pitt.edu/i-codehop-

context/Welcome). Do programu jsou nejprve vloZzeny plvodni aminokyselinové

sekvence zkoumaného useku DNA, pfipadné pfimo hotovy soubor vznikly sefazenim
sekvenci naptiklad pomoci programu ClustalW a tato data jsou pfedana na server.
V pripadé vétsi podobnosti sekvenci program pfimo navrhne soubor degenerovanych
primerd (degenerovany primer predstavuje smés primerd skladajicich se
z konzervované casti spolecné pro vSechny primery a ¢asti variabilni zabezpedujici
perfektni dosednuti primeru na maximalni mnoiZstvi templatl v environmentdlnim
vzorku), ze kterych je moiné si vybrat nejvhodnéjsi par primer(. Pokud vSak jsou
sekvence pfilis rlznorodé a program neni schopen navrhnout zadny primer, je nutné
bud zménit podminky tvorby primerl (v programu je napfiklad mozné uprednostnit
nékteré sekvence zvySenim jejich vahy/vyznamu a podobné), pfipadné zizit vybér
sekvenci (a tim i specificitu vytvorenych primer(). M(Ze dojit i k tomu, Ze i po zméné
podminek pro dané sekvence neni program schopen vytvofit zadné primery.

V pfipadé, Ze jsou primery nalezeny, je vhodné (nutné) jejich specificitu ovérit
nejprve in silico, tedy porovnanim jejich sekvence se zndmymi sekvencemi
v databdzich, coZz se vétSinou déje za pomoci programu BLAST (The Basic Local

Alignment Search Tool), http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Pokud se prokaze

dostatecnd specificita, je mozné pristoupit k optimalizaci podminek PCR reakce a ke
kontrole specificity primer( s vyuzitim co moznd nejvétsiho souboru DNA z cilovych a
pfibuznych mikroorganismt (kde je o¢ekdvan PCR produkt), ale i ,cizich” organism
(kde naopak by nemélo k tvorbé PCR produktd dojit). Pfiklad optimalizace PCR reakce

provadény v nasi laboratofi pro nové primery (podobnd optimalizace by méla byt
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provadéna vidy pfi jakékoliv zméné v PCR reakci — napfiklad i pfi zméné dodavatele
DNA polymerdzy) uvadi Tab. 3-2. Udaje v tabulce vychazi z nasledujicich predpokladd:
vsechny reakce jsou provadény v kone¢ném objemu 25 pl; kone¢na koncentrace dNTPs
je 200 uM; koncentrace MgCl, vychazi z predpokladu, Ze je k taq polymeraze doddvan
pufr bez MgCl,; v pfipadé, Ze je MgCl, soucasti doddvaného PCR pufru, bude prvni
koncentrace MgCl, nulova a dalsi dvé mohou byt vhodné upravené; zdsobni roztok BSA
— bovinni sérovy albumin — je pfipraven v koncentraci 10 mg/ml a do reakce je
pfiddvan za ucelem odstranéni inhibici z environmentalni templatové DNA (prfedevsim
huminové latky); DMSO — dimethyl sulfoxide — do reakce je pfidavan pro zvyseni jeji
ucinnosti zejména usnadnénim kompletni denaturace templdtové DNA; primery jsou
naredény tak, aby 1 ul obsahoval 50 pmolQ primeru; vzhledem k tomu, Ze u vétsiny
PCR reakci v nasi laboratofi vyuzivdme horky start (hot start), je naredéna taq
polymeraza pfidavana po pocatecni denaturaci do kazdé zkumavky zvlast (na 50 pl

reakci pripada 1 U polymerdzy); SDW — sterilni destilovana voda.

Komponenty

dNTPs

PCR buffer

MgCIZ

BSA

DMSO

Primer 1

Primer 2

Tag polymeraza

DNA

SDW

Celkem

dNTPs — 10mM; MgClI2 — 50 mM; BSA — 10mg/ml; primery — 50 pmolG v 1 pl; taq
polymeraza—0,5 U/ ul

Tab. 3-2 Optimalizace podminek PCR reakce (vSechny Udaje uvedené v pl)

Po pfipraveni vsech 12 smési (mastermixd) jsou tyto rozpipetovany do 4

zkumavek, z nichZ tfi slouZi pro pfidani templatové DNA z organizmQ, pro které byl
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primer pfipraven, ¢tvrtd je pouzita jako negativni kontrola. Je také mozné pouzit méné
vzorkd templatové DNA a misto toho zbyvajici alikvoty mastermix vyuZzit pro testovani
PCR podminek pfi jiné teploté priloZzeni primerd (annealing temperature). Jak vyplyva
z tabulky, pfi optimalizaci jde predevSim o urceni vhodné minimdlni koncentrace
MgCl,, kterd rozhoduje o specificité reakce. U ostatnich komponent — pfedevsim BSA a
DMSO — jde o zjisténi vlivu jejich (ne)pfitomnosti na pribéh reakce. ZvySovanim
koncentrace MgCl, pribyva PCR produktu, ale vzhledem ke snizovani specificity reakce
(umoZnénim dosednuti primert na Useky DNA s mensi shodou s primerem) se zvysuje
nebezpeci vzniku nespecifickych produktl. Podobny efekt ma sniZovani teploty
prisedani primer( (annealing temperature), ktery Ize — misto zmén koncentrace MgCl,
— svyhodou testovat na gradientovych PCR cyclerech. Vysledkem optimalizace PCR
reakce by mél byt PCR produkt o pozadované velikosti, jehoz specificitu si Ize ovéfrit
bud’' sekvenovanim, nebo napfiklad hybridizaci s vhodnou sondou.

| pfes nezpochybnitelny vyznam PCR ma tato metoda nékteré problémy, se
kterymi je nutno pocitat a které zde v kratkosti zminime. V prvé fadé funkce DNA
polymeraz pouzivanych pro syntézu novych retézci DNA neni bezchybnda. Béiné
pouzivana tag polymeraza (izolovand z bakterie Termus aquaticus) je sice ucinn3,
postrada ale tzv. ,3' to 5' exonuclease proofreading aktivity“, tj. schopnost kontrolovat
spravnost zkopirované DNA. To znamend, Zze 1 z 9000 nukleotidi zabudovanych do
nové syntetizované molekuly DNA je chybny. Vznikne tedy mutovana molekula DNA,
kterd je béhem dalSich cykld PCR dale amplifikovana. Pfu polymeraza (izolovana z
Pyrococcus furiosus) kontrolni (proofreading) aktivitu ma a cetnost zabudovani
chybného nukleotidu u této polymerdzy je pouze 1 v 1,3 milidonech bazi, je vSak
pomalejSi a proto se vyuzivad predevsim tam, kde jsou vysoké naroky na presnost
replikace DNA (klonovani a podobné).

Dalsi pfic¢inou vzniku mutovanych molekul je pfitomnost sekundarnich struktur
na amplifikované DNA. V dusledku takovychto struktur mize dojit pfi kopirovani DNA
k preskoceni kratkého useku DNA, tedy k deleci, jejimz vysledkem je krats$i PCR
produkt, tedy opét ,mutace” dal mnozend v nasledujicich cyklech PCR.

Zavainym, Casto prehlizenym problémem, je vznik tzv. chimér, tedy novych
molekul DNA, které se nenachazely v plvodnim vzorku/templdtu. Ktomuto jevu

dochazi tehdy, kdyzZ z jakéhokoliv ddvodu nedojde v jednom cyklu k dokonceni syntézy
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kopirovaného useku DNA. Pfi dalsim cyklu m(iZe tato kratka molekula DNA nasednout
na jinou molekulu DNA, se kterou je v urc¢itém useku (i odliSném od okrajovych oblasti,
kde dosedaji primery) homologni a je potom dosyntetizovdna podle tohoto templatu.
Vzniklad molekula DNA se pak sklada ze sekvenci ze dvou rliznych templatd a je tedy
zcela nova, v puvodnim vzorku se nevyskytujici. Nékteré zdroje uvadi, Ze za urcitych
okolnosti (napfiklad pfitomnost malych fragmenti DNA v templatové DNA, které maji
za nasledek predcasné ukonceni syntézy DNA v jednom cyklu a jeji dosyntetizovani
podle pfibuzného ale odlisSného templatu v cyklu ndsledujicim; ddle pfitomnost
sekvenci s vysokym procentem konzervovanych Usekd DNA, kdy misto primer( k sobé
dosednou jiné molekuly DNA a jsou pak chybné dosyntetizovdny) mohou chiméry
tvofit az 30 % molekul PCR produktu. Pokud by tomu tak bylo, vyznam PCR reakce pro
molekuldrni biologii by byl vyznamné zpochybnén. Vzniku chimér se lze branit
pouzivanim kvalitni templdtové DNA (DNA o vysoké molekulové hmotnosti),
prodlouzenim doby prodluZzovani primerd (extension) a snizenim poctu cykld PCR.
Kromé toho byly vytvofeny programy na detekci chimér, které vsak spolehlivé funguji
jen za predpokladu, Ze obé sekvence (templatové molekuly DNA) jsou odlisné
minimalné 15 %. K odhaleni chimér je nutné provadét dikladnou analyzu produktd,
jejich sekunddrni struktury, fylogenetické analyzy rGznych ¢asti molekul, ¢i sestavit
dendrogramy z opacnych konc molekul, které — v pfipadé chimér — budou odlisné.

DalSim problémem PCR je tzv. diferencidlni amplifikace. Teoreticky by mély byt
v kazdém cyklu PCR replikovany vSechny pfitomné templatové molekuly DNA, coz by
znamenalo, Ze ve vysledném produktu budou zachovany pfesné plvodni poméry ve
vzorku. Pracujeme-li vSak napfiklad s mikrobidlni DNA izolovanou z environmentalniho
vzorku a pouzivdme primery pro 16S rRNA, muiZe dojit ktomu, Ze vzhledem
k odliSnému poctu kopii rDNA v geonomu rlznych bakterii, budou ve vysledném
produktu prevazovat sekvence z bakterii s vysSim poctem téchto gen( a takto dojde ke
zkresleni plvodniho sloZeni vzorku. Je také tfeba vzit v Uvahu heterogenitu rRNA
operonll v jednotlivych bakteriich, které mohou mit za nasledek vytvoreni umélé
diverzity vzorku (dva rGzné operony genu 16S rRNA ze stejného organismu budou
pokladany za molekuly pochazejici ze dvou rliznych organismu).

Ke zkresleni zastoupeni jednotlivych sekvenci predstavujicich rizné mikrobidlni

populace zastoupené v plvodnim vzorku/komunité muize dojit také v pripadé, Ze jsou
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vném velké rozdily v pocetnim zastoupeni jednotlivych populaci mikroorganisma.
S pfibyvajicim poctem cykll klesd koncentrace primerl a stoupa koncentrace
produktll, takZe v pozdéjSich cyklech nemusi vidy dojit k nasednuti primeru na
templatovou DNA, ale misto toho muZe dochazet k opétnému spojeni dvou
templatovych molekul (tzv. re-annealing). Vtomto pfipadé templat v nadbytku
(majoritni/dominantni populace) dosahne dfiv kritické koncentrace, kde pak prevladne
opétné dosedani templatovych molekul k sobé (re-annealing) namisto dosedani
primerd na templatovou molekulu a tato DNA se pak jiz nebude amplifikovat a jeji
mnozstvi bude stagnovat, zatimco minoritni templatovd DNA (minoritni populace)
bude dale amplifikovana, takze ve vysledném PCR produktu budou setfeny plvodni
rozdily v zastoupeni jednotlivych populaci mikroorganismu.

Z dalSich moZnych pficin diferencialni amplifikace je tfeba zminit rozdily v
obsahu G+C templdtu (templdty s vy$sSim obsahem G+C vzhledem k pevnéjsi vazbé
mezi C-G oproti A-T mohou hlfe denaturovat a vdlsledku toho mohou byt
amplifikovany s nizsi Gcinnosti ve srovnani stemplaty svySSim obsahem A+T),
pritomnost sekvenci (i mimo amplifikovany Usek), které snizuji ucinnost amplifikace
(smycky/loops interferujici s prodluzovanim/elongaci — extension), nebo modifikace
templatu (metylace) zabranujici amplifikaci.

Velky vyznam ma také ucinnost/efektivita a selektivita primert — suboptimalni
preferencni amplifikaci nékterych sekvenci nejpodobnéjsich primeriim; degenerované
primery (smés primerud s ridznou sekvenci) tuto chybu mohou odstranit, ale pokud se
liSi teplota tani (Tm) jednotlivych primerq, rlizna teplota nasedani primerd bude opét
pricinou diferencialni amplifikace.

Nicméné i pres vsechny vySe zminéné problémy pfinos této metody
pfinejmensim vyvaZuje zminéné nedostatky a PCR je proto vyuZivdna v radé
molekuldrné biologickych metod uréovani diverzity mikrobidlnich spoleéenstev, jejichz

strucny prehled nasleduje.

Polymorfismus délky restrikcnich fragmentt (RFLP, T-RFLP, ARDRA)

RFLP, restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky

restrikcnich fragmentl (nebo také ARDRA, Amplified ribosomal DNA restriction
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analysis), byla prvni technika analyzy DNA, ktera doznala vyznamného rozsifeni. Pfi
této technice je analyzovana DNA Stépena restrikénimi endonukledzami a vznikla smés
DNA fragmentl rozdélena pomoci elektroforézy, v zdkladni verzi v agarézovém gelu.
Poté mUlzZe za ucelem identifikace fragmentl ndsledovat prenos DNA na membranu a
hybridizace se znafenou sondou. Pomoci RFLP lIze od sebe odlisit dvé (a vice)
pribuzné/homologni molekuly DNA lisici se vjednom i vice parech bazi (bodova
mutace, inzerce, delece, inverze, translokace) za predpokladu, Ze tato odliSnost se
nachazi bud v misté rozezndvaném pouzitym restrikénim enzymem, nebo ji dojde ke
zméné délky restrikéniho fragmentu DNA detekovatelné elektroforeticky (pro vyssi
citlivost je mozné/nutné nahradit elektroforézu v agarézovém gelu elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu). Tato metoda sehrala vyznamnou roli v mapovani geonomu
a genetické analyze nemoci, byla pouzivana kvytvareni prvnich genetickych
fingerprintd, urcovani paternity, v kriminalistice a kuréovani genetické diverzity
populaci (Walker-Jonah et al., 1992; Echt et al., 1994; Umene a Yoshida, 1994; Wu et
al., 2009; Chuah et al., 1994).

K charakterizaci diverzity mikrobidlnich spolecenstev vyvinuli Liu et al (1997)
modifikaci této metody, tzv. T-RFLP, polymorfismus délky termindlnich restrikénich
fragment(, ktery je vyuzZivan jak pro ribozomalni geny, tak i pro jiné funkéni geny
(Boyle-Yarwood et al., 2008; Wu et al., 2009; Yarwood et al., 2010). V tomto ptipadé je
environmentalni DNA pouzita jako templat pro PCR reakci, kde jeden nebo oba
primery jsou fluorescencné znacené a po probéhnuté PCR a Stépeni vhodnymi
endonukleazami a elektroforéze jsou na gelu viditeIné pouze terminalni restrikéni
fragmenty (Obr. 3-2). Vysledkem je zjednoduseny/zpfehlednény fingerprint
mikrobidlniho spoleCenstva, kde je kazdy druh reprezentovan jen jednim nebo dvéma
(pfi znaceni obou primer() fragmenty. Detekce fragmentU se v tomto pripadé vétsinou
provadi na DNA sekvenatoru, ktery je schopen rozlisit fragmenty liSici se délkou
jednoho nukleotidu. Vysledny elektroforegram poda kvalitativni (pocet jednotlivych
druh( reprezentovanych jednotlivymi piky) i semikvantitativni (vySka/intenzita piku
odrazi do urcité miry mnozZstvi jedincl téhoz druhu) informaci o sloZeni spolecenstva

(Obr. 3-3).
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Obr. 3-2 Princip techniky T-RFLP (prevzato z http://nodens.ceab.csic.es/t-
rfpred/method; Fernandez-Guerra et al., 2010)
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Obr. 3-3 Priklad analyzy mikrobidlniho spolecenstva pomoci T-RFLP (pfevzato z
http://nodens.ceab.csic.es/t-rfpred/method; Fernandez-Guerra et al., 2010)

V porovnani s ostatnimi fingerprintovymi metodami, pfedevsim s T/DGGE, ma

tato metoda nékteré klady i zapory. Kvyhodam patfi pouZziti automatického

sekvenatoru, které znacné zvySuje reprodukovatelnost vysledk(l, které jsou navic

pfimo produkovany v digitdlni formé vhodné k dalSimu, predevSim numerickému
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zpracovani i jednoduchému skladovani. K nevyhodam patfi predevsim fakt, ze kazdy
druh je zastoupen pouze terminalnim restrikénim fragmentem, kde je zvySena
pravdépodobnost, Ze pfibuzné druhy nebudou touto technikou rozliseny (budou mit
spole¢ny terminalni fragment). Dalsi nevyhodou je nemoZnost ziskat sekvenci a tedy

presnéjsi identifikaci detekovanych pika.

Gelovd elektroforéza v teplotnim/denaturacnim gradientu (T/DGGE)

Jednou za zdkladnich tzv. fingerprintovych metod je DGGE nebo TGGE, tedy
Denaturing gradient gel electrophoresis, nebo Temperature gradient gel
electrophoresis, ¢esky gelova elektroforéza v denatura¢nim gradientu nebo gelova
elektroforéza v teplotnim gradientu. Princip této metody byl zndmy jiz dlouho pted jeji
aplikaci pro environmentalni mikrobiologii, kdy byl vyuZzivan pro detekci bodovych
mutaci DNA (metoda je v principu schopnad odlisit od sebe dvé sekvence lisici se jednim
parem nukleotidd). Nova byla jeji aplikace na gen 16S rDNA spolu s pfidanim tzv. GC
svorek, tak jak tuto metodu v roce 1993 publikovali Muyzer et al. Princip obou metod
(DGGE i TGGE) je shodny. PCR produkt migruje v polyakrylamidovém gelu s
denaturacnim gradientem, ktery je bud chemicky (mocovina a formamid), nebo
teplotni. Ve skutecnosti jde v obou pripadech o kombinaci obou pfistupl — tedy
denaturace je dosazeno kombinaci zvySené teploty a denaturacnich chemikalii a rozdil
spociva jen v tom, ¢im je tvoren vlastni gradient — bud' tedy u DGGE gradient chemicky
— gradient koncentrace mocoviny a formamidu, kdy elektroforéza probiha za zvysené
teploty (65°C), nebo gradient teplotni u TGGE, kdy je v gelu jednotnd koncentrace
formamidu a mocoviny. Zpocatku molekuly DNA migruji gelem rychle, ale se zvySujicim
se denaturaénim gradientem dochazi k postupné denaturaci molekul DNA, oddélovani
fetézcd DNA, coZ sniZuje rychlost jejich postupu gelem. Pribéh této denaturace je
specificky dle sekvence analyzované DNA. Vazby mezi G a C se denaturuji pomaleji nez
vazby mezi A a T. V kone¢ném dusledku by doslo k uplnému oddéleni dvousroubovice
DNA a vyplaveni rychle migrujici jednofetézcové DNA z gelu, ¢emuZ je zabrdnéno
pritomnosti tzv. GC svorky, tedy useku dlouhého zhruba 40 parG bazi skladajiciho se
témér vyhradné z G a C, ktery je k analyzovanému useku pfidan (je soucasti jednoho
z primer(), drzi oba fetézce DNA u sebe a md za nasledek Uplné zastaveni postupu

analyzované molekuly v gelu (Obr. 3-4). To znamend, Ze pfi analyze mikrobidlni
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komunity (pomoci 16/18S rDNA, nebo nékterého funkéniho genu) je vysledkem rada
prouzk(, tzv. fingerprint, protoZe teoreticky kazdy mikrobidlni druh ma svou
specifickou sekvenci rDNA (pfipadné odliSnou sekvenci funkéniho genu) a tomu
odpovida specifickd poloha prouzku na gelu (Obr. 3-5). Tedy opét teoreticky kazdy
mikrobidlni druh da vzniknout jednomu prouzku na gelu a naopak, kazdy prouzek
reprezentuje jeden mikrobidlni druh. Slovo teoreticky jsme zd(raznili proto, Ze jde
opravdu jen o teoreticky predpoklad, ktery ve vétsiné pripadu také plati, nicméné bylo
jiz prokdzano, Ze dva organismy mohou dat vzniknout prouzku se stejnou polohou na
gelu a proto také jeden prouzek mlzZe odpovidat dvéma a vice mikroorganismim
(Muyzer a Smalla, 1998) a konecné jeden organismus muze (z ddvodu pfitomnosti vice
kopii zkoumaného genu — napt.16S rDNA) dat vzniknout vice prouzkiim (Nubel et al.,
1996).

Uspésnost metody je zavisld v prvé fadé na vhodném vybéru analyzované DNA
sekvence, kterd musi byt dostateéné variabilni, aby opravdu kazdy druh nebo jina
nomenklaturni jednotka byla reprezentovana jedinec¢nou sekvenci, kterd umozini jeji
rozliSeni na gelu. Nicméné ani potom neni zaruceno, Ze je bude mozné na T/DGGE
odlisit, tak jak jiz bylo feCeno. Lze si dobfe predstavit situaci, kdy dva co do sekvence
odlisné useky DNA daji pfi denaturaci vzniknout prostorové shodné sekundarni ci
tercidrni strukture se shodnou migraci v polyakrylamidovém gelu a vytvori tedy
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Obr. 3-4 Princip techniky DGGE
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Obr. 3-5 DGGE analyza mikrobidlniho spole¢enstva zazivaciho traktu véel; jednotlivé
béhy predstavuji mikrobidlni komunity zaZivaciho traktu véely medonosné u vzorku
odebranych ze vcel rizného stari z nékolika lokalit.

splyvajici prouzek na tomto gelu. Je také tfeba mit na paméti, Zze fingerprint komunity
bude reprezentovat jen nejcetnéjsi predstavitele komunity, tj. mikrobidlni druhy s
nizkym poctem jedincl v dané komunité nebudou s nejvétsi pravdépodobnosti na gelu
reprezentovany prouzkem (vytvofi na gelu tzv. ,smear”, tedy ¢esky Smouhu, ¢ Sum
nebo pozadi gelu). MacNaughton et al. (1999) odhadovali, Ze pomoci DGGE lze
detekovat 1-2 % mikrobialni populace predstavujici dominantni druhy v daném vzorku.
Toto Cislo se napadné blizi odhadu podilu spoleéenstva, ktery Ize analyzovat pomoci
tradi¢nich kultivacnich metod. Je tu ale zasadni rozdil v tom, Ze u kultivacnich metod se
jednd o cca 1 % mikroorganism( schopnych ristu na kultivacnim médiu bez ohledu na
jejich ulohu a procentualni zastoupeni v dané komunité, zatimco u T/DGGE jde 0 1-2 %
nejpocetnéjSich mikroorganism, o kterych se da predpokladat, Ze vzhledem ke svému
pocetnimu zastoupeni také plini klicové role ve spolecenstvu. Je samoziejmé, Ze se
snizujici se diverzitou spolecenstva podil jejich ¢len( detekovanych T/DGGE stoupa.
Kromé toho existuji postupy, jak Ize s pomoci T/DGGE detekovat i minoritni populace.
V principu lze rozlisit dva pristupy; bud’ Ize aplikovat urcitou selekci jesté pred vlastnim

PCR, nebo samo PCR m{Ze byt selektivni (primery, nested PCR).
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Selekce pred PCR muze byt provedena jesté pred vlastnim odbérem vzorku,
nebo aZ po izolaci DNA. PouZiti techniky tzv. ,burried litter bags“, tedy zakopanych
sackl se substratem, je prikladem prvniho pristupu (Krsek a Wellington, 2001;
Metcalfe et al., 2002a; Aneja et al., 2004). Vtomto pfipadé je vybrany substrat
(vétsinou uzavieny v sacku z nylonové nebo podobné sitoviny pfipominajici cajové
sacky) aplikovan do prirozeného prostredi a po urcité dobé expozice/kultivace vyjmut a
mikrofldra kolonizujici tento substrat podrobena analyze (Obr. 3-6). Timto zplUsobem je
mozné detekovat i minoritni populace, které by pfi analyze vzorku ziskaného pfimo
z pfirozeného prostfedi vzhledem k nizkému zastoupeni v mikrobidlnim spolecenstvu
mohly byt pod limitem detekce zvolené metody. Je ovSem tfeba mit na paméti, Ze jde
o druh obohacovaci kultury (podobného efektu je mozné dosahnout jen prostym
obohacenim prostfedi vybranym substratem), ktera vyrazné zméni pavodni zastoupeni

jednotlivych mikrobialnich populaci ve vzorku.

Obr. 3-6 Ukazka techniky zakopanych sackl se substratem (burried litter bags)

Druhou moznosti je selekce na udrovni izolované DNA. | zde se nabizi vice
moznosti, vSimnéme si alespon dvou z nich. V obou pfipadech jde o frakcionaci DNA.
Jednou z mozZnosti je rozdéleni DNA na zakladé obsahu G+C za pomoci barviva bis-

benzimidazole. Toto se prednostné vaze k sekvenci AT a takto zvysSuje hustotu (buyoan
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density) DNA, kterou lze pak rozdélit v gradientu chloridu cesného. VyuZitim takto
rozdélené DNA lze dosahnout vétsi citlivosti pfi vlastni DGGE. Tento princip vyuzili
napriklad Holben a Harris (1995) k monitorovani zmén ve sloZzeni pldni mikrobidlni
komunity v zavislosti na zménach obsahu uhliku a vody v prostfedi a o témér desetileti
pozdéji (Holben et al.,2004) v kombinaci s DGGE ke studiu minoritnich mikrobidlnich
populaci mikrofléry zaZivaciho traktu kurat. Specifickd vazba barviva bis-benzimidazole
byla vyuzita i pro jednoduché rozlisni rozdilnych sekvenci dvou druh( Desulfovibrio pfi
elektroforéze v agarézovém gelu s pridavkem tohoto barviva (Wawer et al., 1995).
Jinou moZnosti je jiz vySe zminéné znaceni cilovych molekul DNA tézkymi
stabilnimi izotopy prvki, nejéastéji *C (Radajewski et al., 2000). Vtomto pfipadé
probihd selekce na zakladé wvyuZiti znaceného substratu cilovou skupinou
mikroorganismu. Jejich DNA bude po zabudovani tézkych izotopl prvki tézsi a bude ji
mozno oddélit od ostatni DNA opét v gradientu chloridu cesného. DGGE fingerprint
pfipraveny za pouZiti takto ziskané DNA bude potom reprezentovat pouze
mikroorganismy vyuzZivajici dany substrat. Jak jiz bylo zminéno vysSe, md tato metoda
néktera uskali. V prvé fadé neni vzdy jednoduché ziskat urcity substrat znaceny tézkym
prvkem (jeho vybér je kromé toho omezen prvky tvoricimi DNA) a pokud je takovy
substrat k dispozici, je témér vidy velice drahy. DalSim problémem metody je moZnost
tzv. crossfeedingu, tedy posun znaceného prvku potravnim retézcem (éehoz — na
druhé strané — mUze byt nékdy naopak vyuZito pravé pro studia zminéného potravniho
fetézce). K dosazeni dostate¢ného znaceni DNA je totiz nutné podat znacné mnozstvi
znaeného substratu a dodriet urcitou dobu inkubace, aby byl znaceny prvek
zabudovan do DNA. Béhem této doby uzZ ale také muze dojit k rozkladu Casti znacené
populace, ¢i exkreci ¢asti znaceného prvku ve formé nejriiznéjSich metabolit(i a k prijeti
téchto substratl jinymi mikroorganismy pritomnymi ve sledované komunité. Kromé
toho miiZze nastat i problém s pfijmem zvySeného mnozstvi tézkych izotopl prvki
organismy. Aplikace této techniky (tzv. SIP — stable izotope probing) diky jeji ndro¢nosti
(drahé substraty) i technickym problémUim byla plvodné omezenad predevsim na
specializované komunity, kde napfiklad moZnost crossfeeding je znaéné omezena
(metanotrofni mikroorganismy — Radajewski et al., 2000), nicméné postupné se zacaly
vyuzivat i pti studiu jinych komunit. Napfiklad Taubert et al. (2012) pouzili tuto

techniku ke studiu siru redukujicich a benzen degradujicich mikrobialnich spolecenstev,
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nebo Xia et al. (2011) publikovali ¢lanek, ve kterém pouZili SIP techniku ke studiu
amonium oxidujicich bakterii a archei v zemédélské pudé.

Druhy zpUsob detekce minoritnich populaci mizZe byt zaloZen na specificité PCR
samotné. Uspé&$nost/proveditelnost tohoto pfistupu zavisi na tom, zda existuji, nebo je
mozZné vytvofrit, selektivni primery specifické pro zkoumanou skupinu mikrob0.
V kladném pfipadé je pak mozné pfimo aplikovat tyto primery a ziskat fingerprint
zkoumané skupiny mikrobl, pfipadné je moziné pouZit tzv. hnizdovou PCR (nested
PCR), kdy v prvnim kole PCR je vyuZita dvojice univerzalnich primer0 a teprve ve druhé
PCR, kde jako templatovd DNA slouzi PCR produkt prvni reakce, jsou aplikovany
specifické primery (které vSak musi lezet uvnitf prvniho PCR produktu). V prvnim PCR
dojde k namnozZeni cilovych sekvenci DNA (véetné sekvenci z minoritnich populaci) a v
druhém kole pak k samotné detekci minoritnich populaci (Heuer et al., 1997; Dar et al.,
2005; Mahmood et al., 2006).

| pres vsechny vySe zminéné nedostatky ¢i limity dosly metody T/DGGE
funkénich genQ, byly pouZity ke stanoveni diverzity nejriznéjsich mikrobialnich
spolecenstev, ke sledovani zmén v jejich sloZeni v ¢ase i v prostoru (Dar et al., 2005;
Bodelier et al., 2005; Mahmood et al., 2006; Campbell et al., 2009). Jde o metodu

spolehlivou, reprodukovatelnou, rychlou a relativné levnou.

Polymorfismus konformace jednoretézcovych nukleovych kyselin (SSCP)

Podobny princip jako T/DGGE, tedy princip konformacni zmény molekuly DNA
v zavislosti na jeji sekvenci, vyuzivd i metoda SSCP, tedy ,single-strand conformation
polymorphism“, polymorfismus jednoretézcovych nukleovych kyselin. Tato metoda
vyuziva faktu, Ze elektroforetickda mobilita jednoretézcové DNA neni na rozdil od
dvouretézcové DNA uniformni (zavisla pouze na jeji velikosti), nybrz zavisld na jeji
sekvenci. Za neptitomnosti komplementarniho retézce bude dochazet k parovani bazi
vramci téhoz retézce a vysledkem bude specificka trojrozmérnd struktura tohoto
fetézce, kterd ovlivni jeho elektroforetickou mobilitu. Vysledkem elektroforézy bude
tedy opét jisty fingerprint analyzované komunity (podobny fingerprintim/geliim
DGGE). V porovnani s predeslymi metodami, predevsim T/DGGE, se jedna o jednodussi

metodu nevyZadujici GC svorky ani gradientové gely. | tato metoda ma vsak své
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problémy. Jednim z nich je fakt, Zze jeden PCR produkt mize dat vzniknout hned tfem
rGznym trojrozmérnym strukturdm — dvé pro kazdy retézec DNA a treti pro
dvouretézcovou DNA. Tomuto se dd zabrdnit odstranénim jednoho z fetézcli (naptiklad
vyraznym prebytkem jednoho z primert pfi PCR, nebo odstranénim jednoho z fetézcu
— fosforylovaného — exonukledzovou aktivitou). DalSim problémem je zavislost mobility
jednoretézcové DNA na teploté — elektroforéza musi probihat za konstantni teploty. A
koneéné citlivost metody je zavislda na pH a na velikosti analyzovaného fragmentu.
Ztéchto dlvodld nedoznala tato metoda rozsifeni srovnatelného s ostatnimi
fingerprintovymi metodami (DGGE, T-RFLP). Byla vyuZita napfiklad pro analyzu zmén
v bakteridlnich komunitdch pti kompostovani (Peters et al., 2000), nebo k rozliSeni
mikroorganismua z Cistych kultur (Medlin et al, 2006), k porovnani rozdili dvou
rhizosfernich mikrobidlnich komunit (Schwieger a Tebe, 1998), i ke studiu pladnich

houbovych spole¢enstev (He et al., 2005).

Analyza polymorfismu délky intergenového spaceru mezi geny malé a
velké ribozomdlni podjednotky — Ribosomal Intergenic Spacer analysis —
RISA

Metoda RISA je zaloZzena na PCR amplifikaci oblasti rRNA operonu rrl mezi geny
pro malou (16S) a velkou (23S) podjednotkou zvanou intergenic spacer region (ISR).
Pouzité primery vyuZivaji konservativnich oblasti gen(l 16S a 23S. Vyznam ISR oblasti je
zalozen na faktu, Ze tato oblast vykazuje vyznamnou heterogenitu délkovou i sekvenéni
vyuzitelnou pro taxonomické ucely. RISA vyuziva délkovou variabilitu oblasti uvadénou
vrozsahu 50 — 1500 bp (Ranjard et al.,, 2001). Vysledkem PCR reakce za pouziti
environmentalni DNA je smés fragmentl o rlizné délce odvozenych z jednotlivych
Clenl  spolecenstva, ktera je nasledné rozdélena elektroforeticky na
polyakrylamidovém gelu. Plvodni metoda byla vylepSena fluorescenénim znacenim
jednoho z primeru (podobné jako metoda T-RFLP), kde pak k vizualizaci vysledk( m(ze
byt vyuZit sekvenator a metoda je touto formou automatizovdana — tzv. ARISA
(automated RISA). Podobné jako u jinych metod muze byt v tomto pripadé odvozena
z vysky pikl i semikvantitativni informace o zastoupeni jednotlivych skupin organismu
ve spolecenstvu. V porovnani s ostatnimi vySe uvadénymi metodami (RFLP, T/DGGE,

SSCP) se jednda o velice rychlou a jednoduchou metou nevyZzadujici Zadné specidlni
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vybaveni (samoziejmé v jeji plivodni neautomatizované formé — RISA), denaturacni
gely ani $tépeni restrikénimi enzymy produkujici fingerprint zkoumaného spolecenstva.
Podobné jako napftiklad u T/DGGE i dalSich metod mohou byt prouzky gelu separovany
a sekvenovany, zde vsak ve srovnani s napfiklad jiz zminénou metodou T/DGGE bude u
metody RISA hodnoceni ziskanych vysledk( obtiznéjsi, protoze velikost ISR databdze
neni srovnatelnd s RDP databazi. Také vysoka variabilita v délce zkoumané ISR oblasti
zvysSuje nebezpedi diferencialni amplifikace, kdy jsou prednostné amplifikovany kratsi
sekvence. Nicméné jiz zminénd jednoduchost a rychlost predurcuje tuto metodu
k vyuziti prinejmensim v laboratofich postradajicich specidlni vybavu potfebnou pro
jiné molekuldrni fingerprintové metody. V neddavné minulosti byla metoda vyuZita
naptiklad pro sledovani zmén struktury mikrobialnich komunit v PCB kontaminovanych
pGdach (Petric et al., 2011a), spolu sklonovanim a sekvenovanim 16S rRNA
k monitorovani mikrobidlnich komunit v padé pfi uplatnéni rGznych sled( rostlin pfi
péstovani arasidl (Sudini et al., 2011), nebo k hodnoceni variability vysledkd vyse
zminéné metody izolace pUdni mikrobidlni DNA — ISO standard 11063 "Soil quality —

Method to directly extract DNA from soil samples" (Petric et al., 2011b).

Délkova heterogenita PCR produktt (LH PCR — Length Heterogeneity PCR)

Pfi tradi¢nim pojeti PCR se predpokladd, Ze za poutziti jednoho paru PRC
primerd vznikne produkt o stejné délce dané vzdalenosti obou primerd na templatové
DNA, ktery je detekovatelny po elektroforéze v agarézovém gelu jako jeden prouzek.
Tento predpoklad je platny pouzijeme-li jako templat DNA izolovanou z Cisté
bakterialni kultury (i zde muze teoreticky vzniknout vice odliSnych PCR produktd,
pokud je v genomu zkoumaného organismu pfitomno vice odliSnych kopii cilového
genu). PouzZijeme-li jako templat DNA izolovanou z pfirozeného mikrobidlniho
spoleéenstva, bude vysledny PCR produkt s nejvétsi pravdépodobnosti na agarézovém
gelu také predstavovat jeden prouzek. Podrobime-li vSak tento PCR produkt detailné;jsi
délkové analyze (napf. na sekvenatoru), zjistime, Ze se ve skutecnosti jednd o smés
produktl pfiblizné stejné délky (ve specidlnich pfipadech — viz napf. vySe uvedena
délkova heterogenita operonu rrl mezi geny pro malou (16S) a velkou (23S)
podjednotkou vyuZzivand metodou RISA — mohou byt rozdily délky velice vyznamné).

Toto je zpusobeno skutecnosti, Zze geny kodujici stejnou funkci/vlastnost nejsou
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v rlznych organismech zcela identické a srostouci fylogenetickou vzdalenosti
organismu roste i odliSnost téchto gen(. V pfipadé LH-PCR se odliSnosti rozumi délka
genu, ktery napfriklad diky delecim ¢&i inzercim je bud’ kratsi, nebo delSi. Pouzijeme-li
fluorescenéné znacené PCR primery a podrobime-li vysledny PCR produkt analyze na
sekvenatoru, vysledkem pak bude elektroforegram, kde jednotlivé piky predstavuji
skupiny ve vétSiné pripadd blizce ,pfibuznych” mikroorganism( s velice
podobnou/stejnou délkou PCR produktu zkoumané oblasti DNA (Obr. 13). Napfiklad
Ritchie et al. (2000) tuto metodu poutzili ke srovnani 4 odlisnych pad lisicich se padnim
typem nebo historii péstovani rostlin a prokazali, Ze tato metoda, podobné jako FAME,
byla schopna odlisit srovndvané pudy.

Tuto metodu jsme testovali (Obr. 3-7) vramci prace na EU projektu
ACTAPHARM, avsak vzhledem ktomu, Ze jsme vté dobé ke studiu diverzity
mikrobidlnich spolecenstev jiz rutinné pouzivali metodu DGGE, neshledali jsme ji
pfinosnou. Podle naseho nazoru mize najit uplatnéni pouze v laboratorich vybavenych
klasickym Sangerovym sekvenatorem avsak postradajicich potfebnou vybavu pro jiné
fingerprintové metody, jako zminéné T/DGGE, RFLP a podobné. |z ekonomického
hlediska je tézké si predstavit, ze by se dal ospravedinit nakup sekvenatoru pouze za
Ucelem aplikace LH PCR, kdyZz mnohem levnéji se da zakoupit T/DGGE, s jehoZ pomoci
se daji ziskat mnohem komplexnéjsi a podrobnéjsi vysledky pfi analyzovani
mikrobialnich komunit.
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Obr. 3-7 Priklad LH-PCR profilu pGdy za pouZiti PCR primeru specifickych pro geny
syntézy polyketidi (EU projekt Actapharm); cervené piky jsou délkové standardy a
modré predstavuji zkoumanou mikrobidlni komunitu.
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Ndhodnd amplifikace polymorfni DNA (RAPD, AP-PCR)

Metoda RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) vyuZivd jednoho
nahodného kratkého PCR primeru (kolem 10 bp), ktery za nepfilis prisnych podminek
PCR dosedd na jemu podobnd mista na DNA vzorku. V pfipadé, Ze tato mista jsou
nedaleko sebe na protilehlych fetézcich DNA, dojde k vytvoreni kratkého PCR produktu
a kazdému pritomnému genomu pak odpovida nékolik (5-15) takovychto amplikont
(Franklin et al., 1999). V porovnani s ostatnimi diskutovanymi metodami nedava RAPD
pfileZitost k ziskani mnoha taxonomickych informaci o sloZzeni studovaného
spoleCenstva a lze ho vyuZzit pfedevsim k prostému konstatovani zmén v tomto sloZeni
(témér bez jakékoliv specifikace). Vzhledem k moznému velkému poctu
produkovanych amplikonl by ho také nebylo vhodné vyuZit ke studie komplexnich
mikrobidlnich spolecenstev. Na druhé strané se jedna o jednoduchou, rychlou a
predevsim levnou metodu bez zvldstnich narokd na technické vybaveni. Metoda byla
vyuzita pro sledovani slozeni akvatickych komunit (Franklin et al.,, 1999),
k charakterizaci izolat( aktinobakterii z antarktickych pud (Lee et al., 2012), nebo
k hodnoceni metagenomového slozeni pud pfi hledani vhodnych mikroorganismi pro

ucely bioremediace pld po petrochemické kontaminaci (Amorim et al., 2012).

Kvantitativni PCR

Nedilnou soucasti analyzy diverzity mikrobidlniho spolecenstva je i urceni
kvantitativniho zastoupeni jednotlivych druht, pfipadné taxonomickych skupin. Pfimé
vyuziti PCR produktl za timto ucelem (napfriklad kvantifikace na zakladé intenzity
DGGE bandl) neni vhodné diky jiz zminéné diferencidlni amplifikaci a je ho mozné
povazovat v nejlepSim pripadé za semikvantitativni. Existuji vSak moZnosti, jak této
kvantifikace dosdahnout. Zhang a Xu (2008) uvadi ctyfi moznosti kvantitativni PCR:
ylimiting dilution PCR”, kinetické PCR, kompetitivni PCR a real-time PCR. V pfipadé
,limiting dilution PCR“ je provedeno vice PCR reakci s postupné fedénou templatovou
DNA a pomoci tabulek je pak moziné odhadnout plvodni koncentraci templatu.
Kinetickd PCR vyZaduje standardni templat zndmé koncentrace a kvantifikace je
zalozena na zvySeni poctu amplikon templatové a standardni DNA na jeden PCR

cyklus. Je ale tfeba podotknout, Ze ndzev kinetickda PCR se casto také pouZivad pro
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oznaceni Real-Time PCR. Pfi kompetitivnim PCR (cPCR) je templatova i standardni
(kompetitivni) DNA amplifikovana v jedné zkumavce a diky mirné odlisné sekvenci
nebo délce jsou potom oddéleny gelovou elektroforézou. Mnozstvi templatové DNA je
pak odhadnuto ze standardni kfivky kompetitivni DNA.

Konecné real-time PCR méfi DNA koncentraci prabéziné béhem amplifikace
monitorovanim fluorescence. Jedna se v principu o klasickou PCR reakci, ve které je
vSak mnozstvi PCR produktu (¢i jeho ptirlistek) méreno béhem kazdého cyklu reakce,
v jednodussSim pripadé nespecifickou reakci syntetizované DNA svhodnym
fluorescenénim barvivem (obvykle SYBR green), nebo specifickou (a drazsi) reakci
syntetizované DNA s pfitomnou DNA sondou. Mnozstvi vznikajiciho PCR produktu je
tedy moziné kvantifikovat bud' relativné porovnanim s jinymi vzorky, nebo absolutné
porovnanim s kalibraéni pfimkou za vyuZiti zndmého mnozstvi DNA. Timto zplsobem
je mozné urcit pocatecni koncentraci templatové DNA bez pouZiti kompetitivni DNA.
Amplifika¢ni kfivka se sklada ze tfi ¢asti: v prvni ,rovinné” ¢asti (tzv. background) je
mnozZstvi nasyntetizované DNA pod detekénim limitem metody/pfistroje. Nasleduje
exponencidlni ¢ast, kde dochazi k exponencidlnimu narustu mnozstvi detekované DNA
a poté je dosazeno platd, kdy fluorescencni signdl zlstava konstantni vzhledem
k nasyceni systému (Obr. 3-8). Cim vice je ve zkoumané templatové DNA kopii
detekovaného useku DNA, tim dfive (v ranéjsim cyklu reakce) dojde k exponencialni

fazi (a posléze i nasyceni reakce).

A8l (Ny),=10° .
& i o KALIBRACNI PRIMKA
2 lNu)gz 10
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3 2
&= —
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Obr. 3-8 Real time PCR (prevzato z http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-
sondy-kvantitativni-real-time-pcr/)

Real-time PCR se dnes i vzhledem ke klesajicim cenam tohoto zafizeni stava

soucasti mnoha environmentalnich studii.
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DNA microarray

Jednou z vyznamnych aplikaci PCR kombinovanou s DNA-DNA hybridizaci, ktera
byla poprvé vyuzita pred zhruba 20 lety, jsou DNA cipy (DNA chips), nebo také DNA
microarrays. Jedna se o soubor velkého mnozZstvi mikroskopickych DNA sond (aZ
250.000 na jedné desticce) uchycenych na pevném nosici (predchidcem této metody
je Southern hybridizace), ke kterym se za podminek vysoké specificity hybridizuji
znacené cDNA/RNA ze zkoumaného vzorku. Moznosti aplikace této techniky jsou
vSestranné, od urcovani identity bakteridlnich druhG (Cho a Tiedje, 2001), pfimé
detekce 16S rRNA (a jim odpovidajicich mikroorganism() v ptidnim extraktu (Small et
al., 2001), detekce genQ v Zivotnim prostiedi (Pathak et al., 2010) a zmény jejich
exprese (Mathioni et al., 2011) az po hodnoceni mikrobidlni diverzity
environmentalnich vzorkl (Greene a Voordouw, 2003). K nespornym vyhodam této
metody patfi fakt, Ze mlzZe soucasné analyzovat tisice genovych sekvenci. Zaroven je
ale nutné brat v vahu znacnou cenu technického zazemi potifebného k této metodé i
cenu tvorby takovychto Cipl, které by nebylo ekonomické pfipravovat k jednomu
pouZziti/experimentu, ale pfedurduje tuto metodu k opakované aplikaci pfi studiu

nejriznéjsich komplexnich problém(/komunit.

Klonovadni, sekvenovadni a fylogenetickd analyza

K zakladnim metodam urceni diverzity mikrobidlniho spolefenstva patfi
klonovani PCR produktl (samoziejmé za predpokladu vytvoreni dostatecné velké
knihovny), sekvenovani ziskanych klon(i a nasledna fylogenetickd analyza. K tomuto
Gcelu je mozné vyuzit bud gen pro 16/18S rRNA, pripadné jiny vhodny gen dle Ucelu
studie. V pripadé poufZiti univerzalnich 16/18S rRNA primerl mulZeme studovat
diverzitu celého mikrobidlniho spolecenstva, je také ale mozné se soustredit na mensi
skupinu vhodnym vybérem specifi¢téjSich primer(i. Podobné rozliSeni je teoreticky
mozné i v pripadé primerl pro jednotlivé funkéni geny. Zakladnim predpokladem je
zde dostatec¢na databdze sekvenci pro zkoumany gen umoziujici navrzeni vhodnych
primerd a v neposledni radé i charakteristika vlastniho genu, ktery by mél obsahovat
Casti konzervativni pro vytvoreni primeru a variabilni umoziujici vlastni studium

diverzity tak, jak je tomu u genu pro 16/18S rRNA. Po Uspésném vytvoreni primer(
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nasleduje optimalizace PCR reakce a za predpokladu jejiho Uspéchu pak klonovani
vlastnich PCR produktd a izolace klond.

Pfed vlastnim sekvenovanim jednotlivych klond je z ekonomickych divodu
vhodné provést screening ziskanych klon( (napfiklad s pouZitim nékteré z vysSe
uvedenych metod jako napriklad DGGE, T-RFLP a podobné), aby bylo moziné
sekvenovat vidy jen jednoho predstavitele z kazdé vytvorené skupiny predstavujici
potencialné identické klony (predstavované napfriklad prouzkem ve stejné poloze na
DGGE gelu). Tento pfristup vSak v sobé skryva uskali, Ze budou z analyzy vylouceny
klony jen zdanlivé identické (klony vytvarejici identické prouzky/bandy na DGGE gelu
nemusi byt — jak jiZz bylo uvedeno vyse — vzdy identické) a timto zplsobem dojde
k podhodnoceni skutecné diverzity. Tento problém by mohlov brzké budoucnosti
odstranit snizovani ceny sekvenovani umoznujici sekvenaci opravdu vsech ziskanych
klon(, tak jak se v minulosti jiz ¢asto délo u mnohych zahraniénich studii, kdy
predevsim vyzkumné skupiny ze Spojenych statli, vzhledem k zanedbatelné cené
sekvenovani ve velkych vyzkumnych centrech, zaplavily databaze sekvencemi
z nejriznéjsSich — predevSim morskych — habitatl, coz mélo za nasledek jednak
zkresleni vysledkd studii z odliSnych, predevsim terestrialnich habitatl a v neposledni
fadé ztiZzeni konkurence pro publikovani vysledk( u skupin nedisponujicich témito
moznostmi.

Po Uspésném sekvenovani je moziné srovnat ziskané sekvence svhodnou

databazi, jako je napfiklad BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), The Basic Local

Alignment Search Tool. Tento program najde podobnost vlozené sekvence (at uz na
urovni nukleotidl, nebo protein(l) se sekvenci v databazi, spocita statisticky vyznam
této shody a mlzZe naznacit funkéni a evolucni vztah mezi sekvencemi. Dale je mozné
provést srovnani vSech ziskanych sekvenci za ucelem vytvoreni dendrogramu.
Ktomuto ucelu je moiné pozit mnoho programi. Jednim z nejjednodussich je

napfiklad ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), nebo jeho novéjsi

verze Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). K sofistikovanéjsim

programUm patfi napfiklad Phylip (the PHYLogeny Inference Package). Jedna se o
soubor program k urcovani fylogenetickych vztaht a tvorbé evoluénich dendrograma.
Vysledné dendrogramy je mozné zobrazit v nékterém z jednodussich programi, jako je

napriklad TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).
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