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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo ékit funkénost a optimalizovat podminky prinigr
jejichz produkty je mozno aplikovat na TGGE. Skyppouzitych primek byly prevzaty z
literatury a to jak universalni primery pEubacteria tak vybrané specifické primery pro
n¢které taxonomické skupiny bakterii v ranii§e Eubacteria Testovany byly primery pro
Alfaproteobacteria BetaproteobacteriaGammaproteobacteria Actinobacteria Rovrez
byly optimalizovany tkteré parametry reakce &ntito primery. Jako templatova DNA
byla pouzita DNA izolovana z aktivovaného kaldigtirny odpadnich vod. Byla ékena
funkénost vSech primér avSak vyjimkou bylaAlfaproteobacteriaktera se stanovovanou
DNA opakovaw neposkytla ekavany produkt. Jako obecny ZdwmiZzeme konstatovat,

Ze u optimalizace priméfje nejvhodijSi snizeni koncentrace priniera 0,8 pmol/ul.

Kli¢ova slova: PCR, TGGE, DNA, primer, optimalizace

ABSTRACT

The aim of this thesis was to verify the functiotyahnd optimize the conditions for
primers, whose products can be applied to TGGHEnéts were obtained from literature
both universal primers fdEubacteriaand selected specific primers for some taxonomic
groups of bacteria in thEubacteriagroup. Primers were tested féifaproteobacteria
Betaproteobacteria Gammaproteobacterjaand Actinobacteria Also, some reaction
parameters were optimized with these primers. DB#laited from activated sludge from
wastewater treatment plants was used as the templBftA. The functionality of all
primers were verified, except Alfaproteobacteriaichrepeatedly failed to provide the
expected product together with determining DNA. &general conclusion it can be said
that reducing concentration of primers to 0,8 ppilois the most proper for primer

optimalization.

Keywords: PCR, TGGE, DNA, primer, optimalizatoin
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UvoD

Biodegradaci se obegmozumi biologické odbouravani organickych lateiod®-
gradace jsou provédy zejména mikroorganismy. Biologicky rozklad s&ayak irod-
nich latek, tak latek, které se do Zivotniho pexit dostaly lidskoginnosti (antropogenni
puvod). VetSinu €chto latek nazyvame polutanty. Schopnost mikrodsgain rozkladat
polutanty samadejm¢ vede ke snaze vyuZit je prakticky pro odstréni ekologickych
zaezi. Jednim z nejdezit¢jSich faktofi, které mohou ovlivnit jak vy biodegradeni
drahy utitého polutantu, tak i rychlost jeho rozkladu, jyskk. Obeci je aerobni biode-
gradace rychlejSi nez anaerobni a mikroorganismmyptoestou ziskaji&Si mnozstvi ener-
gie.

NejvyznamujSi postaveni mezi degrasidmi organismy maji bakterie, ktetasto

disponuji celymi metabolickymi drahami pro rozklzgjrizr¢jSich polutani.

Bakterie jsou jednoziaé nejrozsfensjSi skupinou organistnna s¥té. Miazeme je
nalézt v @dé, vod, ovzdusSi a jako symbionty i uvhia na povrchu mnohob&mych or-
ganisnii. Je mozno mezi nimi nalézt i druhy, které jsémisobeny k osidlovani prast
di, ve kterém by ostatni organismy eply (vrouci voda v sog@ych jezerech, nejvyssi

vrstvy atmosfeéry).

Vyznam DNA pro studium biodegradace v posledniédsifile roste. NatdeZitosti
ziskava analyza DNA, diky niz je mozné v daném kizadentifikovat nejen zastoupeni

organisnii, ale i celych spol@nstev s daleko&tsi presnosti neziive.
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1 PCR

PCR je zkratkou z anglického Polymerase Chain R@acbZ znamena polymerazova

fetzova reakce.

Pro molekularni rozbor jgasto poteba ziskat poginé velké mnozZstvi witého useku
DNA. AZ do roku 1983 existoval jen jedinyigob, jak usek DNA namnozit. Postup byl
takovyto: usek DNA byl v dostateém mnoZstvi izolovan z odebraného materialu, \mese
do bakterialniho plazmidu a naklonovan. Dnes sequdrpolymerazovéetzové reakce

totéz &la ve stale $tSim neritku zcelain vitro.

Cilovou sekvenci pro PCR se stava gen nebo Usek &R#st celkové DNA vlozZzené
do reakce. Zadgkolik desitek minut hZze byt tato cilovd sekvence milionkrat namnozena
nasledujicim postupem: Nejprve jsou komplement@izce dvousroubovicové DNA
rozpleteny teplem (denaturovany). Jsou pouZitylaatké Useky DNA, kdy kazdy z nich je
komplementarni ke specifické sekvenci a oba sl@koi startéry PCR (viz. Obr. 1). Kazdy
Z primei se vaze k cilové sekvenci dle Watson-Crickovaidtaw parovani bazi (vzdy
adenin proti thyminu, cytozin proti guanintolymeraza zme z kazdého navazaného
primeru syntetizovat novy, diieny rettzec podle vzoru cilové sekvence. Za minutu je
vytvorena pesna replika cilové sekvence a tim je prvni cylGR ukoen. V dalSich
cyklech je optovre rozplétana dvouSroubovice cilové sekvence i jajggiik, primery se
znovu komplementagwvazi a polymeraza vytyiadalSi repliky cilové sekvence. Po dokon-
¢eni dalSichiiceti cykiu je ve zkumavce se sisi DNA fragmeni obrovsky nadbytek ci-
lové sekvence a tato amplifikovana geneticka inBwenje pipravena pro dalSi analyzu.

Z uvedenych informaci vSak neni hnédjmé, Ze z obou stran vymezena cilova sekvence
je poprvé syntetizovana az \etim cyklu PCR. V prvnim a druhém cyklu nejrageden

fetézec kori na nedefinovaném méstkde se polymeraza odpoji od templatu [1, 2].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

denaturace
dvouretézcone
DMA a nasbedna syniéza
o g hybridizace primerd ONA
dvnufetézeave - - . -~
DNA 8 ndslednd synleza /' - ~
hybridizace primerd L

| EE— ]
[ ]

aﬂ___.—-gg.i

o W——

— =S

-~
e
-~
Y
il
S

EE-—.-E
N — .y

ApAa jugeyyiidue 1siep

PRVNI CYKLUS TRETI CYKLUS
(2 molekuly {8 molekul dvoufetdzcove DNA
dvoufetizeové DNA) vznikajl pruni dvé kopie amplikonu
' o spravné délce)

Obr. 1.Princip polymerazovéetezové reakce

Na Obr. 1 je zobrazenigich PCR. Tento obrazek byl pouZit z literatury [3].

1.1 Templat

PoZadavky na templatovou DNA pro PCR nejsou vyspik@reakci sté i velmi malé
mnoZzstvi nukleoveé kyseliny. Zvl&pokud pouzivame universélni primery, je nutné, aby
vzorek nebyl kontaminovan Zadnou jinou DNA, kteyésb do & mohla dostat (z nedosta-
tecn¢ cistych ponticek, rukou pracovnika, a podadnl nepatrna fimés kontaminujici
DNA by se mohla v fibéhu reakce namnozit natolik, Zze by vzniklo detekelrat mnoz-
stvi produktu a vysledek pokusu by byl zcela zleesKrong toho vzorek s templatovou
DNA nesmi obsahovat latky, které by inhibovaly D8lymerazu. Jdéasto o Bzné rea-
gencie pouZzivanéipizolaci, ¢isténi a zpracovavani DNA (fenol, proteindza K, vy3sink

centrace soli, heparin, kyselina borita, ethanDIT &K apod.) [4].
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1.2 Primery

Pro metodu PCR se pouzivaji vZzdy dva primery :nederym zéina 5'-konec
sekvence genu a viichu PCR se elonguje ve 8ra transkripce = forward a druhy, ktery
je ozn&ovan jako reverse.

Jako primery se zpravidla pouzivaji oligonukleptiddélce 17 az 28 nukleotid

Aby reakce prokhla sprave, mely by primery sphovat rektera kritéria:

- musi byt specifické pro amplifikovanou sekvenci&ynby byt komplementarni

k Useku, na kterém maji dosedat.

- nently by byt vzajemg komplementarni, jinak by se samy mohlyizahovat

jako templaty.

Teploty, @i kterych pouzité primery dosedaji, byiynbyt podobné [5].

1.3 Polymeraza

Pro PCR se pouZivaji termostabilni DNA polymer&tgré byly givodre izolovany z
bakterii Zijicich v horkych pramenech. Nejvyzna&gim zastupcem je tzv. Taq polymera-
za z bakterieThermus aquaticusTeplotni optimum termostabilni DNA polymerazy se
pohybuje kolem 75 °C, kdy k primeru dokazédpt asi 150 bazi za sekundui #plog
nad 90 °C neni termostabilni DNA polymeraza aktialé dostainé dokaze odolavat

denaturaci [5].
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2 OPTIMALIZACE PCR

Nespecificka amplifikace vzorku za neoptimalnicldpdnek niize vést k vytveeni
vicenasobnych, nedefinovatelnych nebo dokonce weéch produkt a to i s moznos-
ti vylou¢eni pozadovaného produktu. DalSim extrémeniZzem byt to, Ze zadny
z vytvarenych produki nebude dost jasny. Klasickym postupem v tomto¢hedzntna
jednoho nebo vice paramitkteré jsou znamy tim, Zéigpivaji k primer-templatové spo-
lehlivosti a &innosti amplifikace. NejvySe na seznamu optimélideh prongnnych jsou
koncentrace M iontii, pH pufi a podminky cyklu. Rkteré prondnné jsou vzajemn

zavislé [6].

V soutasné dob je PCR, diky své citlivosti, spedifiosti a rychlosti, asi nejpouziva-

n¢jSi technikou v oboru molekularni biologie.

2.1 Koncentrace Md™ ionti

Mg?* ionty vyuzivame k tomu, aby vysledny produkt dasat co nejvysséistoty.
Koncentrace Mg iontl je nejsnadi nastavitelnym parametrem, protoZe v&echny moz-
nosti pokusu mohou byt sp&gy v samostatnych zkumavkach gasré. Dodavatelé Taq
polymerazy nyni pro zjednoduSeni poskytuji roztoy(¥ odctleny od ostatnich reaktant
a pufii. Klasicka dvoustufova optimalizani série niZze zahrnovat z@tek pokusu s kon-
centraci M@" ionti od 0,5 mmol/l a po 0,5 mmol/l krocich pokeaat aZz k 5 mmolll.
Jsou-li vSak kroky po 0,5 mmol/l nedostaté, mize pokus obsahovat ékolik zkumavek,

kde se koncentrace ¥lgionti zvySuje po 0,2 mmoldi 0,3 mmol/l Mg ionti [6].

2.2 Annealing (,nasedaci“) teplota

Optimalizace teploty 2éné vyp@&tem annealing teploty (Tm). Pro vyf®i annealing
teploty Ize pouzit tento vzorec : T m = (G + C)x4A++ T)x2. Je mozné pouzit i slogii
vzorce, ale v praxi je annealing teplota owvtima ffiznymi individualnimi sloZzkami pufru,
kazdého primeru a koncentraci templatu, a projakékoliv vypa@itana teplota pouze ori-
ent&ni. Teplota, @i niz hybridizace probihd, je velmil@zita a pro vysledek PCR je kri-

ticka, a proto musi byt pro pouzitou sadu priiménodré nastavena. Kdyby byla annealing
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teplota pilis nizka mohou primery nasedat i na sekvence¢hktou komplementarni jen z
¢asti a vytvdi se nespecificky produkt. Naopakii priliS vysoké annealing teplotzase

budou primery malo hybridizovat a proto se neviftdmstaténé mnozstvi produktu [5, 6].

2.3 Touchdown PCR

Touchdown PCR (TD PCR)@dstavuje zdsadrodliSny gistup k optimalizaci PCR.
V prvnich cyklech PCR je pouzita vySSi hybridizateplota, nez je teplota, ktera by odpo-
vidala zvolenym primé&m. Proto budou primeryilie nasedat na templat a &3¢k reakce
bude nizSi. Primery vSak budou nasedat velfesg a vytvai pouze specificky produkt.
Vicendsobné cykly jsou naprogramovany tak, abyyisesekveknim cyklu s nizsi teplo-
tou byly spouginy postupsd. Jak opakovani cyklu postupuje, annealing tepbatstupr
kles& k cilové teplét Tato strategie poméha zajistit, aby nasednutigii v prvnich cyk-
lech nastalo jen pro templaty s n&gi komplementaritou (tj. ty, kter&ipaseji cilovy am-
plikon). | kdyZ annealing teplota klesne az na iigjnhodnotu nastavené teploty nespeci-
fického KizZeni, cilovy amplikon uz provadi svou geometrickooplifikaci a je tak v pozi-
ci, kdy kEhem zbyvajicich cykl zabrauje vzniku jakychkoliv nespecifickych PCR pro-
dukta. Protoze cilem je zabranit amplifikadii mizké teplog, je nezbytné, aby byla s TD
PCR vyuZzita ,Hot start“ modifikace polymerazy. TICR je teba vnimat nikoli jako me-
todu stanoveni optimalnich podminek pro opakugccykly specifické PCR, ale jako po-

tencialni jednokrokovou metodu bliZici se optimalmiplifikaci [5, 6].

2.4 Nested (nasledna) PCR

Nested PCR je&asto docela uggna metoda pouzivana ke snizeni mnozstvi neza-
doucich produkt U prvni sady primérrozpleten&asti DNA je Zadouciigdevsim ampli-
fikace produktu za standardnich podminek. AlikvatmioZstvi srssi reakniho produktu
se pak podrobi dalsSimu kolu amplifikace za pomatheri komplementarnich k vrfiti
sekvenci prvniho setu primeiviz. Obr. 2). Ve druhé PCR je amplifikovan kraf&iek
DNA. Ve druhém kole PCR by #y byt amplifikovany pouze zadané produkty. Tents p

stup je casto uspsSny i v gipadt, Ze pozadovany produkt je pod urovni detekce
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ethidiumbromidu a nebo jsodipmny viditelné ruSivé produkty. Neuglmmplifikované
produkty se obas mohou fekiiZit se sousednim Usekem DNA, ktery ma& podobnygeno
prvek, na nezamysleny primarni produkt. V takovgtipadech bude sekvence uvnéd-
noho nebo obou primérstale pitomna, ale velikost amplifikace se bude liSit. Bdlse
piedpoklada pouziti metody nested PCRizenbyt lepSi vysledek ziskan ¥ipac, Zze prv-
ni a druhé kolo amplifikace je uk&eno po dvaceti cyklech misto obvyklydiceti aZ ti-
cetipeti cykla. Tato Uprava minimalizuje pradplodobnost tvorby nezadoucich produkt
vysoké molekulové hmotnosti. Tyto produkigsto obsahuji zdaé mnozZstvi jedretz-
cové DNA [6].

Bakteridlni DNA

[! oblast genu 165 RNA pro primery FD1 a RD1
FD1 4 gpm

_ N, PCR1
oblast pro primery

FDO1 GC513f, 682r RD1
I———|
/ l PCR2
GC518f aiar
—

Obr. 2.Nested PCR pro nami pouzité primery GC518f a 682r.

2.5 PCR dlouhych amplikoni

PCR snadno pracuje vipact produkfi, které maji velikost dva a#i tisice pat bazi.
Nicmérg, nad touto velikosti v§¥ek produktucasto klesa se zvySujicim se mnozstvim
stochastickych jav. Nagiklad proces rize byt jedcasré ukonien, protoze polymeraza od
templatovéhaettzce odpadne. S pomalejSimietem a specialni polymerazou je mozné
amplifikovat delSi Useky az do délky 50 000iphazi [7, 8].
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2.6 Primerové dimery

Parovani 3 'konce jednoho primeru na sebe nebaulg grimer nfize zpisobit am-
plifikaci primeru, coz ma za nasledek vznik takzy@n zakladnich dimér viditelnych
jako nizkomolekularni signaly na gelu. Tvorba ditnprimeri ¢asto konkuruje nasedani
primeri na zajmove&asti DNA. Tomu je moznéipdejit pomoci primér, které jsou navr-
Zeny tak, Ze jim chybi komplementarita na 3 'kdasol®, nebo k jinym primem pouzi-
tym v reakci. Optimalizace PCRide v tomto pipad zahrnovat také optimalizaci kon-

centrace M§' iontii nebo zvySeni annealingové teploty [9].

2.7 ,Hot start* PCR

Dokonce i kratka inkubace reak snesi PCR pi teplotach vyrazé pod optimalni
teplotou niize mit za nasledek vznik nezadoucich prodluidtiot start” je metoda PCR,
ktera miZze tyto problémy podstairsnizit. Cilem je udrzet alespgeden z reaktafitneak-
tivni dokud se teplota v prvnim cyklu nedostane aadealingovou teplotu primerSou-
¢asné moznosti ,Hot start* PCR zahrnuji pouZiti kéewp Taq polymerazy s jeji specific-
kou termolabilni protilatkou. Protilatky brani polgraze winnosti od zéatku az do doby,

kdy vysoka teplotaippocateEni denaturaci zjsobi inaktivaci protilatek [6].

2.8 Negativni kontrola

Negativni kontrolu je nutné prové&du kazdé PCR, aby byly vyléany faleSné pro-
dukty, které jsou zjsobeny kontaminaci. VSechny sady priinekazdy novy alikvotni
podil pufru musi byt otestovany. Negativni kontrdthe provést v jedné nebo ve dvou
zkumavkach a to tak, Ze ve zkumavce jsou smichd@ehwnainidla reakce kromtempla-
tové DNA [6].
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3 TGGE

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu (TGGHE)eaaturani gradientova gelova
elekroforéza (DGGE) se dne&Zi¢ pouzivaji v mnoha mikrobiologickych laboré&th po
celém s¥té jako molekularni nastroje pro porovnavani roznestitmikrobiélnich spole-
censtev a sledovani dynamiky populace. Nedavné ggkeahto technik prokazaly jejich

vyznam v mikrobialni ekologii [10].

Rozdleni casti DNA o identické délce v DGGE a TGGE je zala¥ea sniZzeni elek-
troforetické mobilitycast&né denaturované dvouSroubovice DNA v polyakrylamidavé
gelu s obsahem linearniho denatnibo gradientu DNA (sis maoviny a formamidu)
nebo linearniho teplotniho gradientu. Molekulytznymi sekvencemi se budou chovat

razr¢, a proto budou denaturovany ri@amych mistech gradientu [10].

e+ 4 —4

=it 1
bl ] M

-iiil

Rl

Obr. 3.Priklad vzhledu vysledného DGGE gelu [11].

3.1 Analyzovani rozmanitosti

DGGE/TGGE niize byt pouzita k weni genetické rozmanitosti celkového bakteri-
alniho spoleéenstva nebo populace, zejména k dalSi charaktefgath jednotlivych¢le-
na. Curtis a Craine [12] uv&{d, Ze diky pouziti DGGE fizeme porovnat rozmanitost cel-
kového mikrobiélniho spotenstvi prezentovaného uznych typech aktivovanych kultur
nacistirn¢ odpadnich vod. Heuegt al.[13] se zaobira mysSlenkou, Ze pouzitim specificke-

ho PCR a DGGE a TGGE lze analyzovat komurittinomycetes/ raznych mdach.
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Pomoci specialni zesilovaci strategie (fpdevsim zesilenim se specifickymi primery pro
Actinomycetesasleduje nested PCR s primery pro bakterie) maitiifi odhadnout za-
stoupeniActinomycetess bakterialni komunéé Oba DGGE a TGGE analyzou zesilené

produkty PCR finesly podobné vysledky [10].

V roce 1998, Smallat al [14] pouzil DGGE a TGGE analyzy kaeni bakterialnich
populaci na zakladrozkladu substratu BIOLOG. Byly testovanyédwikrobialni komuni-
ty, jedna z rhizosféry na bramborach a dalSi zvakiného kalu obohaceného glukézou a
peptonem. Vysledky DGGE/TGGE ukézaly iedr specifickych bakterialnich populaci
v inokulu u obou komunit. Obohacené kmeny ze vzohkzosféry nebylo mozné vigod-
nim inokulu nalézt. Zato obohacené kmeny z aktiméb® kalu v jeho inokulu nalezeny
byly. Hybridizani analyza DGGE/TGGE vzoikukazala obohaceni kmimalezicich do
skupinyGammaproteobacterjkteré byly dominantnimileny komunity v reaktoru s akti-

vovanym kalem, ale jen minoritni slozkou mikrobiélm spol€enstva rhizosféry.

PCR-DGGE nmiZe byt také pouzita jako nastroj pro &&pou izolaci bakterialnich
kmeni v ¢istych kulturach [15, 16].

3.1.1 GC svorka

GC svorka je nutna pro aplikaci PCR produkth TGGE. GC svorkaredchazi kom-
plementarnicasti forward primeru a obsahuje asi 40 nuklaoti@dC svorka, jak je patrné
Z nazvu, obsahuje pouze GC pary a tudiz je velmingd\vici denaturaci. V teplotnim gra-
dientu nebo P denaturactinidel se chova tak, Zze drzi komplementa&dsti separovaného
fragmentu u sebe i ve fazi kdy je denatataseparovana. Bylo zji&to, Ze pouzitim GC
svorky @i TGGE/DGGE je dosahovano égjSich signai.
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4 EUBACTERIA VE VZORKU AKTIVOVANEHO KALU

4.1 Aktivovany kal

V aktivovaném kalu se z bakterialnich éodyskytuji negasgji rody Pseudomonas,
Flavobacterium, Azotobacter, Chromobacterium, Moaccus, Arthrobacter, Acinetobac-
ter, Mycobacteriunaj. Kromg raiznych drulii bakterii mohou byt v aktivovaném kalii{
tomny v menSim mnozZstvi také houby, piskvasinky a prvoci. Pravideinbyvaji gi-
tomny i nitrifika¢ni bakterie rodiNitrobactera NitrosomonasRovrEz jsoucasto gitomny

razné vidknité mikroorganismy [17].

4.2 Eubacteria

Z tiSe Eubacteriajsou pro biodegradace vyznamn&gevSimProteobacteria Al-
faproteobacteriaBetaproteobacteriaa Gammaproteobacterigsou ¥fidami kmeneProteo-
bacteriaa pati ke gram-negativnim mikroorganigm. DalSi skupinou vyznamnou pro

biodegradace jso@ictinobacteria ktera pati ke gram-pozitivnim bakteriim.

Jako templatova DNA byla pouzita bakterialni DNArifilkovana z kalu Zistirny
odpadnich vod. Tato DNArpdstavuje bohatou bakterialni &nNa zaklad literatury bylo
zjisteno, Ze zastoupeni jednotlivych bakteridlnich skupkalu se liSi. Kazdy aktivovany
kal se liSi. Rznost kalu je zfisobena tim, Ze do kazdsstirny odpadnich vodifiéka od-
pad z fiznych zdraoj, a proto obsahuje i jiné slozky. Toigobuje, Ze i bakterialni kultury
na jednotlivycheistirnach odpadnich vod jsotizné. Podle publikace Kong, Y.HMicro-
biology 2007 [18] je to proAlfaproteobacteria7 %, proBetaproteobacterieB8 %, pro
Gammaproteobacteri® % a proActinobacterial3 %. Publikace Wagner MBacterial
community composition and function in sewage treatraystémg002 [19] vSak uvadi, ze
zastoupeniéchto organisma je nasledujiciAlfaprotobacteriall %,Betaproteobacteri9

%, Gammaproteobacteria0 % aActinobacteria7%.
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Tab. 1.Zastoupeni bakterii v aktivovaném kalu

Bakterialni organismy reference [18]; % zastoupenieference [19]; % zastoupeni
v AK v AK
Alfaproteobacteria 7 11
Betaproteobacteria 38 29
Gammaproteobacteria 9 10
Actinobacteria 13 7

Bacteroidetes

Planctomycetes

|| Chloroflexi and Thermomicrobia

Ll
Nostocoida lmicola-like bacterium AHWS }‘i\
e A

]

Type !.551._' _3'}

i Nostocoids kmicols 1| §
Rhodococeus rhodechrous |

Edkelboom Type 021N group il | y = ; T 1 Actinobacteria
Eikelboom Type 021N group 1l § 2
T The

" Firmicutes
. 10%
Alphaproteobactena

Current Opinion in Biotechnology

Obr. 4.Strom znazaiujici prislusnost vliaknitych bakterii v aktivovaném kalu

4.3 Alfaproteobacteria

Alfaproteobacteriazahrnuji ¥tSinu fototrofnich rod, ale také #kolik roda meta-
bolizujicich C1-slogeniny (nap. Methylobacterium spj. symbionti rostlin (nap. Rhizo-
bium spp). a Zivaicht a skupinu patogeénRickettsiaceaeNavic gedchidci mitochondri-
alnich buiek eukaryot podle mémi veédci pochazeli z rodRickettsia spp(viz. Endosym-

bioticka teorie).

Alfaproteobacteriajsou aerobni anoxygenni fototrofni bakterie, ktg@u hojrié
rozSteny v mdském planktonu, tyto bakterie mohotegstavovat vice nez 10% z mikro-

bialniho spol&enstva otekeného oceanu [20, 21].
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DalSi rody:

Anaplasmataceae, Bartonellaceae, Beijerinckiac8aadyrhizobiaceae,
Brucellaceae, Caulobacteraceae, Holosporaceae, Hyptrobiaceae, Kiloniellaceae,
"Kopriimonadaceae", Kordiimonadaceae, Methylobaieteeae, Methylocystaceae,
"Parvularculaceae"”, Rhizobiaceae, RhodobacteracBaekettsiaceae, Sneathiellaceae,

Sphingomonadaced20, 21]

4.4 Betaproteobacteria

Betaproteobacterige skladaji z&kolika skupin aerobnicti fakultativnich bakterii,
které jsowasto velmi vSestranné v degraédikapaci¥, ale také obsahuji chemolitotrofni
rody (nap. ¢pavek-oxidéni rodNitrosomonaka rekteré fototrofni organismylenové
roduRhodocyclus Rubrivivay. Betaproteobacteridraji dilezitou roli @i fixaci dusiku u
rostlin. Mnoho &chto bakterii se nachazi v environmentalnich vebrgako jsou odpadni
vody nebo pdy. Patogennimi druhy v tét&idé jsouNeisseriaceaégonorea a meningiti-
da) a druhy rodBurkholderia[20, 21].

DalSi rody:

Burkholderiales: Alcaligenaceae, Burkholderiace@emamonadaceae,
Oxalobacteraceae

Neisseriales: Neisseriaceae

Hydrogenophilales: Hydrogenophilaceae

Methylophilales: Methylophilaceae

Nitrosomonadales: Gallionellaceae, NitrosomonadaGezpirillaceae

Rhodocyclales: Rhodocyclacei@®, 21]

4.5 Gammaproteobacteria

Gammaproteobacteripati mezi rékolik Iékarsky a wdecky vyznamnych skupin bak-
terii, jako jsouEnterobacteriacea€escherichia coli, Vibrionaceaea Pseudomonadaceae
Do této tidy pati velké mnozstvi vyznamnych patogemap. Salmonella(enteritida a

biisni tyfus), Yersinia (mor), Vibrio (cholera),Pseudomonas aeruginogglicni infekce



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

u hospitalizovanych paciens cystickou fibrézou)Klebsiella pneumoniagpivodce zapa-

lu plic).

Stavebnimi prvky rod@hromatiajsou fotosyntetické bakterie, které oxiduji sirdilo
misto vody a produkuji siru jako odpadéktera Gammaproteobacteri@xiduji metan a

mnoha z nich jsou v symbidze s geotermickymiskgmi organismy [20, 21].

DalSi rody

Acidithiobacillaceae, Aeromonadaceae, Alcanivorazse Alteromonadaceae,
Cardiobacteriaceae, Chromatiaceae, Coxiellaceagpthtorhodospiraceae,
Enterobacteriaceae, Francisellaceae, Halomonadackagionellaceae,
Methylococcaceae, Moraxellaceae, Oceanospirillac@aesteurellaceae,
Piscirickettsiaceae, Pseudomonadaceae, Shewana#a&eiccinivibrionaceae,

Thiotrichaceae, Vibrionaceae, Xanthomonadadefe 21].

4.6 Actinobacteria

Actinobacteriapati mezi gram-pozitivni bakterie a jsou jednim z doeamtnich kmet

bakterii. Mohou byt jak vodni tak terestrické.

Actinobacterigjsou dilezitou sodasti Zivota v pd¢ a sladké i slané vedHraji dilezi-
tou roli pii rozkladu organickych materigljako jsou celuléza a chitin a proto jsoileFi-
tou sowasti uhlikového cyklu. Tentdfiigun mdnich Zivin je dlezitou sogdasti tvorby hu-
musu. Ostatnictinobacteriase vyskytuji na rostlinach nebo #atiech, ¥etné nékolika
patogeid jako jsouMycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, Rhodoasecrekolik
druhi StreptomyceR20, 21].

V roce 1940 Selman Waksman studiefmipich bakterii zjistil, Ze vyti@ji actino-
myctin. Od té doby byla w¢hto pidnich organisri objevena stovkaipozerg se vyskytu-
jicich antibiotik. Zejména u rodstreptomycef20, 21].

Nekteré formy roduActinobacteriamaji Wtveni vliaken, které pa@kud pripomina hou-

by, mezi které byl@ctinobacteriagpivodné zarazena pod nazvesctinomycetef20].
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VétSina druls roduActinobacterigje aerobni, ale jen malo dniyhjako tebaActinomy-

cetes israelimuze st za anaerobnich podminek [20, 21].

Jiné druhy rodiActinobacteriazpisobuji zvlastni zapach vychazejicitmp po desti
(petrichor), a to fedevSim v teplejSich klimatech. Chemicka latkaréktetvai tento za-

pach je znama jako geosmin [20, 21].
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. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL

5.1 Pouzity material

Spicky: 10 pl pipet Tips, Schoeller

Stripy: Finnzymes instruments

Pipety: Gilson pipetman, ultra starter kit, Francie

PCR box: Bioair instruments, aura PCR, ltalie

Mikrozkumavky: 0,5ml; Merci

Primery

Tab. 2.Prehled pouzitych primér

Primer Koncentrace [nmol] Sekvence
Beta 682r 34,1 ACG CAT TTC ACT GCT ACA CG
Beta359f 25,4 GGG GAATTT TGG ACA ATG GG
518r 62,2 ATT ACC GCG GCT GCT GG
GChH18f 23,5 CCA GCA GCC GCG GTAAT
GC341f 30,39 CCT ACG GGA GGC AGC AG
395f 33,1 CMA TGC CGC GTG TGT GAA
785r 36,6 GAC TAC WGG GGT ATC TAATCC
871r 36,0 ACT CCC CAG GCG GTC DAC TTA
FD1 67,1 AGA GTTTGATCC TGG CTC AG
RD1 30,0 CAG ATG CAG AAG GAG GTG ATC
907r 90,7 CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
243f 50,1 GGA TGA GCC CGC GGC CTA
GCo84f 73,4 AAC GCG AAG AAC CTT AC
1378f 54,4 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
Alf 28 31,1 ARC GAA CGC TGG CGG CA
Alf 684 31,8 TAC GAATTT YACCTC TACA
Act235 28,11 CGC GGC CTATCAGCT TGT TG
Act878 22,77 CCG TAC TCC CCAGGC GGG G

Pozn.GC svorka = CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGCCCEIFEGGE
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Degenerované baze: typ kddu udava vice varianeouigth bazi
M=AC
W=AT
Y=C, T
R=AG

D=G, A, T[22]

8 nethoxy psoralen; xanthotoxinH-furo[3,2-g]Jchromen-7-one; Fluka Biochemika
DNA: vyextrahovana z bakterii aktivovaného kalu

Voda pro molekularni biologii: Nuklease free wattromega, USA

Go Tag Hot Start Master Mix; Promega, USA

Go Tag Hot Start Green Master Mix; Promega, USA

Thermo cycler: piko thermal cycler, Finnzymes instents

Centrifuga: Hermle Z100M

Centrifuga: eppendorf, mini spin plus

Rukavice: gumové nitrilové

Agarosa: Agarose for routine use; Sigma - Aldrich

10x TAE pufr: 0,4M Tris-Acetate, 0,01M EDTA; LONZA
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6 METODY

6.1 Prace s roztoky pro PCR

6.1.1 Priprava primeru

Primery jsou dodavany v lyofylizované podob urité koncentraci. Do takovéto

smesi se pida desetinasobné mnozstvi vody neobsahujici nuklea

Napr. pro primer Beta 682r, kde je koncentrace prin@til nmol se fida 341 ul

vody neobsahujici nukleazu a vznikla koncentragcagmu je 100 pmol/pl.

6.1.2 Priprava roztoka
1x TAE pufr

Nejvice byl pouzivan 1x TAE pufr. Ten byl vygdibz komeéné koupeného 10x
TAE pufru. K gipraw 1x TAE pufru je pateba 100 ml 10x TAE pufru a 900 ml destilo-

vané vody.

LOADING (vzorkovy) pufr 5x TAE
0,1% triton- x 100 => 25 mg
0,01% bromophenol blue dye

Na pipravu 50 ml 5x TAE pufru bylo davkovano 25 ml TDAE pufru a 25 ml destilova-

né vody.

6.1.3 Priprava PCR reakce

Priprava PCR sisi byla provadna v PCR boxu, ktery bylipd zapoetim prace
vysvicen UV s¥étlem po dobu alespgiodvaceti minut. VSechny ukony byly prowsny
v rukavicich. Nejprve byly do stojanu nachystamntoéy potebné pro fipravu PCR sisi
a strip, ktery se sklada z 8 mikrozkumavek a doékie byly jednotlivé roztoky postupn
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davkovany. Tab. 3 uvadi mnozstvi a druh ro@tdkeré byly davkovany. Do mikrozku-
mavky se 100 ul Go Tag Hot Start Master Mixu (mastéx se sklada z termostabilni
DNA polymerazy, DTP = deoxyribonukleotida pufru) byly gidany 2 pl 8-nethoxy-
psoralenu, aby bylo zabr&mo kontaminaci. Do kazdé mikrozkumavky bylo davkova
mnozZstvi roztok dle Tab. 3. Doitti mikrozkumavky nebyla davkovana DNA éavddu
negativni kontroly. Negativni kontrola se provadiazidé PCR zidvodu zjiSeni kontami-
nace PCR s#si. Fred davkovanim DNA byla PCR $sve stripu promichana a &ema
v centrifuze, aby se vSechny k&pj snmesi, které ulgly na sénach mikrozkumavek spojily

se sndsi ve Spikach mikrozkumavek a nechana 4 minuty pod Ugtlsm.

Tab. 3.Priprava PCR sw@si

Reakni snes/draha 1 2 3 4
Master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer 1f [pl] 1 1 1 1
Primer 2r [ul] 1 1 1 1
Voda [pl] 8,5 8,5 10,5 8,5
DNA [ul] 2 2 - 2

6.2 Provedeni PCR

Po nadavkovani DNA byla si® ot staiena v centrifuze a vloZzena do thermocy-
cleru. V thermocycleru byl nastaven program teploadny pro pouzité primery. Jakdi{p

klad je mozno uvést nasledujici program:

Program: 94 °C 5 minut
94 °C 1 minuta
63 °C 30 sekund
72 °C 1 minuta

72 °C 10 minut

4 °C nekonmeé dlouho

pate:ni denaturace

denaturace

«—

nasedani pritn@nnealing)

polymerace (extension)

zé&vecna polymerace (final extension)

uchovavani

29x opakovano



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 32

Také byly testovany programy pro tzv. touchdowrRPE nasem fipact byla tep-
lota snizovana vzdy po 0,5 °Ghem deseti cykl. Po skofeni programu v thermocycleru
byla sn&s ve stripu oft staena v centrifuze, aby byly vSechny k&g snesi, které ulgly

na sénach smichany se zbytkem &nve Spéce mikrozkumavky.

6.3 Ovéreni vysledku PCR reakce pomoci elektroforézy

6.3.1 Priprava 2% agarozového gelu

Naslednym krokem byla gelova elektroforéza. Manavu dvouprocentniho rozto-
ku gelu byl pateba 1 g agarézy a 50 ml roztoku 1x TAE pufruéSma gel byla povana
v mikrovinné trouk pri teplo& 500 °C po dobu asi 3 minut. Po pésai byla smis pone-
chana zchladnout na teplotuj gteré byla baka udrzitelna v ruce.iPtéto teplot byly do
tekutého gelu nadavkovany 2 ul ethidiumbromiduéRmt gel vlit do vaniky s Hebinkem
Vv téle aparatury pro elektroforézu, aby zatuhnul. Ratrauti gelu byla vatka z €la apa-
ratury pro elektroforézu vyjmuta a z gelu byl vyjmuhiebinek. Do vzniklych jamek byl
davkovan produkt PCR reakce v objemu 10 pl. Do ipjfamky byl jako ukazatel pu
pari bazi PCR produktu ve stejném objemu davkovan markezsahu 200 - 1400 par
bazi. Po nadavkovani vzorku byl gel vioZegtzajo €la aparatury pro elektroforézu a zalit
roztokem 1x TAE pufru. Poté byla spésa elektroforéza za prochazejiciho &é&po0 vol-
ta. Po padesati minutach byla elektroforéza wkoa a gel byl vlozen pod UV &lo, kde

bylo nasledn zjisttno, zda a v jakém mnozstvi byl produkt vyio.

6.3.2 Dokumentace PCR produktu

KdyZ byl gel poloZen v transiluminatoru a osvicevi &l£tlem, na pipojeném poitaci

byl otewen program pro zhotoveni fotografii taktdppaveného gelu.
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7 CILE DIPLOMOVE PRACE
Cilem mé diplomové prace bylo:

» Otestovat fipravu PCR produktvhodnych pro aplikaci na TGGE. Bylo testovano
nékolik sad primelt nalezenych v literate, gicemz byly testovany jednak univer-
sélni primery a jednak primery specifické pro vyt#raskupiny bakterii. VSechny

pouzité primery jsou cileny na vybrané Useky 168ARjenu.

* Optimalizovat gkteré parametry PCR reakch podminek pro tyto primery. Opti-
malizaci paramelr se rozumi nastaveni annealing teploty pro jedrétikupiny

primer.

» Zohlednit vliv koncentrace reékich komponent. Otestovatané koncentrace pri-
merii a Mg ionta.
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8 VYSLEDKY

Pouzité primery jsou cileny na gen 16S rRNA, kngahuji vSechny bakterie. Gen je
kodujici molekulou DNA pro molekulu RNA, ktera #v@asadnicast bakterialniho ribo-
zomu. Gen obsahuje Useky, které jsouéskonzervativni a Useky variabilni. Variabilni
Useky se liSi jak mezi skupinami bakterii, tak mgznotlivymi bakteriemi. Variabilni
Useky je mozné pouzit pro identifikaci organisn$ekvence genu jsou shrorda¥any

v databazich sekvenctigtupnych nafiklad na http://rdp.cme.msu.edu/. [23].

807r

F1373

_ggw

0pb 200pb 400 pb 600 pb 800 pb 1000 pb 1200 pb 1400pb  1500pb

Obr. 5. Variabilni (cervené Useky V1-V9) a konzervované (zelené usklkagtio

genu 16s RNA a oblasti nasednuti u nami pouzityiohe:.
Obr. 5 byl vytv@en na zaklag podkladi ze zdroje (http://rdp.cme.msu.edu/) [23].

Obr. 5 zobrazuje variabilniérvené Useky) a konzervativni (zelené Useky) dbggstu.
Fialovou barvou jsou vyziany @iblizné pozice nasednuti primeru. Variabilni obtagi

= 69-99; V2 = 137 — 242; V3 = 433 — 497; V4 = 57682; V5 = 822 — 879; V6 = 986 —
1043; V7 = 1117 - 1173; V8 = 1243 — 1294, V9 = 143B465.

8.1 Universalni primery pro Eubacteria

Prvni testovana sada prinidoy mela byt universalni pro vSechriaubacteria Byly
pouzity primery, které amplifikuji fragment, jeZhrauje téndt celou sekvenci 16S rRNA
genu. Tyto primery jsou oztavany jako FD1 a RD1 a zahrnuji variabilni oblastiV9.
DalSi testovanou skupinou universalnich priméyly GC341f a 518r, které zahrnu-
ji variabilni oblast V3 a primery GC341f a 907R mjefichZ misty nasednuti se nachaze-
ji variabilni oblasti V3-V5.
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8.1.1 PCR s primery FD1 a RD1 pro kompletni sekvenci 166RNA genu

Nejprve byla provedena PCR s primery FD1 a RD1ajeplifikuji fragment, ktery
zahrnuje téri celou sekvenci 16S rRNA gendasto pouzivanou technikou vyuZzivanou
pro ziskani PCR produkipro TGGE je ta, kdy se v prvni PCR pouZziji priméagré zahr-
nuji vétSi usek DNA, tedy FD1, RD1 a v nasledujici PChaceziji primery, kde forward
primer obsahuje GC svorku. Bylo zjigb a je obvyklé, Ze tento postup vede k lepSimu
vysledku nez fimé pouziti primer s GC svorkou, kde je templatova DNA kompletni
smésnou bakterialni DNA ze vzorku. Tyto primery zaljfnvariabilni oblasti V1-V9.
Predpokladana délka produktu byla asi 1529 pb. Jakwlatova DNA byla davkovana
purifikovand DNA ze vzorku kalu &@stirny odpadnich vod. Dotredposledni zkumavky
nebyla DNA davkovanatbec, tato s&s slouzila jako negativni kontrola. Do PCRésim

byly davkovany roztoky podle Tab. 4.
Sekvence pouzitych primejsou nasledujici:
FD1: AGAGTT TGATCC TGG CTC AG

RD1: CAG ATG CAG AAG GAG GTG ATC

Tab. 4.PCR srds pro primery FD1 a RD1 (objemy)

Reakni snmés/draha 1 2 3 4
Master mix (Green) [ul] 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer FD1 [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Primer RD1 [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Voda [pl] 8,5 8,5 10,5 8,5
Templatova DNA [konc. 2 2 -

2,82 pug/ml]

Celkovy objem [ul] 25 25 25 25

PCR byla provedena v thermocycleru s programigeti cykli. Program: péateni

denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 1 mingaling 63 °C, 30 s; polymerace
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72°C, 1 min; zagrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, ne&ohdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace jsou opakové&ny 2

Obr. 6.PCRpro primery FD1 a RD1. Davkovani: 4,2, a 1,

davkovano shodf 3N,negativni kontrola. M, DNA marker.

Produkt se vytviil o piredpokladané délce asi 1529 pb (viz. Obr. 6). Negakion-
trola vySlacist¢. Ve vSech drahach jsou davkovany shodné chemildde Tab. 4.
V dolni ¢asti Obr. 6 jsou slabviditelné pozistatky primei, nebo nizkomolekularni nespe-

cifické produkty.

8.1.2 Nested PCR s universalnimi primery s GC svorkou

V nasledujicich PCR byly pouzity primery s GC swarkktera je nutna pro aplikaci
produkti na TGGE.

8.1.3 Nested PCR s ifiznou koncentraci primeni GC341f a 518r

DalSi testovana sada prinidsyla ot universalni pro vSechrfaubacteria V tom-
to pokusu byla snaha o optimalizaci vhodné koneeetprimei v reakni snesi tak, aby
Zadany produkt vznikal v co nejvysdstott. Pomoci nested PCR &rtito primery ngla

byt ziskadna sis produkil odpovidajicich vSem zastupa skupinyEubacteriaptitomnych
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ve vzorku. Byly pouzity primery ozdavané jako GC341f a 518r, jejich sekvence byly
ziskany z publikace Muhlingt al [24]. Ozn&eni GC u prvniho z prim&rznamend, Ze
komplementarni sekvencirgrlchazi GC svorka nutna pro aplikaci produkt TGGE.
Cisla v ozn#eni primet odpovidaji pibliznému pa&atku gislusné sekvence v genu pro
16S rRNA u E. coli. Nami pouzité primery zahrnugriabilni oblast V3. Redpokladana
délka produktu byla 217 pb. Jako templatova DNAalpbuzita DNA, ktera byla produk-
tem PCR reakce s primery FD1, RD1. Dregposledni zkumavky nebyla DNA davkovana
vilbec, tato sis slouZila jako negativni kontrola. Do réak snesi byly davkovany rozto-
ky podle Tab. 5.

Sekvence pouzitych primejsou nasledujici:
GC341f :CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGEAISGGAGGCAGCAG

518r: ATT ACC GCG GCT GCT GG

Tab. 5.PCR snrds pro primery GC341f a 518r (objemy:ly

Reakni snes/draha 1 2 3 4 5
Master mix (Green) 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC341f [konc. 100 pmal] 1(x10Y) 210" 0,5 1 1
Primer 518r [konc. 100 pmail] 1(x10%) 210" 0,5 1 1
Voda 9,5 7,5 10,5 10,5 9,5
Templatova DNA [konc. 2,82 pg/m|] 1 1 1 -

Celkovy objem 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok.

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3drsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-
Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus vib@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;
zawrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.
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Obr. 7.Pokus s#znou koncentraci prim@rGC341f a 518rKon-
centrace primek: 5, 1 ul zakladniho roztoku primér 4N, nega-
tivni kontrola; 3, 0,5l zakladniho roztoku primer 2, 2 ul 10x
reného zakladniho roztoku primerl, 1 ul 10x redeného za-
kladniho roztoku primer M, DNA marker.

Produkt se vytvll o piredpokladané délce 217 pb (viz. Obr. 7). Produktjdsfe
viditelny ve vSech drahach. Negativni kontrola ay8ta. V 5. draze, kde byl objem pri-
mert 1 ul o koncentraci 100 pmail byl produkt velmi jasny, ale bohuZel zde bylo¢tsi
mnoZzstvi nespecifickych produkt VétSi mnozstvi nespecifickych prodidkbylo takeé
v draze 3, kde bylo davkovano Qubprimeni o koncentraci 100 pmeil. U drahy 2 byl
produkt dole vidt a nespecifické produkty zde byly v minimalnim rasivi, proto je pro
nds mnozstvi Ul 10x fedénych zakladnich roztgkprimert v této drdze povazovano za

nejlepsi. V 1. draze je koncentrace pritneejniZsi a proto je produkt viditelny stab

8.1.4 Nested PCR siiznou annealing teplotou pro primery GC341f a 518r

U nasledujiciho pokusu bylo snahou nalézt nejvi@dmnnealing teplotu pro pri-
mery GC341f a 518r. Annealingova teplota oilije specifitu nasedani printerproto je

vvvvv

ta. Jako templatova DNA byla davkovana DNA z produRi@OR reakce s primery FD1,
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RD1. Do gedposledni zkumavky nebyla DNA davkovanderc, tato sis slouzila jako

negativni kontrola. Do re&ki sresi byly davkovany roztoky podle Tab. 6.

Tab. 6.Nested PCR siznou annealing teplotou pro primery GC341f a 5@@jemy wul)

Reakni snes 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix (bezbar- 125 125 125 125 125 125 125 125
vy)
Primer GC341f [konc 2 2 2 2 2 2 2 2
100 pmol/ul] (<107 (x10) (x10) (x107) (x10) (x10%) (x10 (x107)

)
Primer 518r [konc. 2 2 2 2 2 2 2 2
100 pmol/ul] (10 (<10 (x10%) (x107) (x10%) (x10%) (x10 (x107)

)
Voda 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA 1 1 1 1 1 1 -
[konc. 2,82 pg/ml]
Annealing teplota 53 54,2 55 56 57,2 58 59 60
[°C]
Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok.

PCR byla provedena v thermocycleru s programseti cykli. Program: péate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3Msealing 53-60 °C, 30 s (zvySovano
po 1 °C na cyklus v fibéhu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min; z&ecna polymerace
72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekéne dlouho. Faze denaturace, annealing a polymerace

se opakuji v 29 cyklech.
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Obr. 8.Pokus s#znou annealing teplotou pro primery
GC341f a 518r. Teplota: 5, 60 °C; 4, 58 °C; 3, 85, °
2,55 °C; 1, 53 °C. M, DNA marker.

Produkt se vytvidl o piredpokladané délce 217 pb (viz. Obr. 8). Na Obe Brp-
dukt zobrazen ve vSech 5 drahach. Pokus byl peovad mikrozkumavkach, alefigro-
gramu v thermocycleru doslo k vyieai produktu z mikrozkumavek u kterych byla nasta-
vena teplota 54,2 °C; 57,2 °C a 59 °@jm¢ z divodu, Ze wWka mikrozkumavek Upkh
ne€snila. NejjastjsSi produkt byl v draze 4, kde byla annealingoy@dia 58 °C. Z toho
jsme usoudili, Ze teplota 58 °C je pro tyto primeeyvhodrjsi.

8.1.5 Nested PCR pro Kiznou koncentraci Mcf* iontii s primery GC341f a 518r

V nésledujicim pokusu byla optimalizovana vhodnademtrace Mg iont v re-
akeni snesi tak, aby byl Zadany produkt ziskan v co ag§icistote. Pouzitou sadou prime-
ra byly opit primery GC341f a 518r. Podle Tab. 7 byly do tealsnesi davkovany rozto-
ky. Nami gedpokladana délka produktu byla 204 pb. Jako teionA&DNA byla davkova-
na DNA z PCR reakce s primery FD1, RD1. Bedposledni zkumavky nebyla DNA dav-

kovana wibec, tato sis slouzila jako negativni kontrola.
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Tab. 7.Rizné koncentrace Mg ionti s primery GC341f a 518r (objemyl

Reakni smés/draha 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix (bezbar{ 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
vy)

Primer GC341f 2 2 2 2 2 2 2 2
[konc. 100 pmol/ul] | (x10%) (x10Y) (x10Y) (x10%) (x10%) (x10Y) (x10%)  (x109
Primer 518r [konc. 2 2 2 2 2 2 2 2
100 pmol/pl] (x10Y)  (x10%) (x10%) (x10Y) (x10Y) (x10%) (x10%)  (x10%
Mg®* ionty [mmol/[] 2 2,5 3 3,5 4 4,5 2 5
Voda 7,5 7,0 6,5 6,0 55 5,0 8,5 4,5
Templatova DNA 1 1 1 1 1 1 - 1
[konc. 2,82 pg/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok.

PCR byla provedena v thermocycleru s programssti cykli. Program: péate:-

ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3hrsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-

Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus vuk@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;

zawrecnd polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 42

1400 pb

1200 pb
1000 pb
800 pb

600 pb

400 pb

200 pb

Obr. 9. Rizn& koncentrace Mg ionti s primery GC341f a
518r. Koncentrace Mg ionti: 8, 5 mmol/l; 7N, negativni kon-
trola; 6, 4,5 mmol/l; 5, 4 mmol/l; 4, 3,5 mmol/l; 3 mmol/l; 2,

2,5 mmol/l; 1, 2 mmol/l Mgionti. M, DNA marker.

Produkt vznikl o pedpokladané délce 204 pb (viz. Obr. 9). Neg@doyl produkt
viditelny ve 2. draze, kde byla koncentrace?Mipnta 2,5 mmol/l a v 8. draze, kde byla
koncentrace Mg ionti 5 mmol/l. Negativni kontrola provedena v 7. dréigélacists. Bo-
huzel zde byly v malé rréd viditelné i nespecifické produkty. Produkt jeitethy i u ostat-

nich koncentraci Mg ionti.
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600000 -~
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a
g
S 500000 -
o
o
400000 -+
300000 \ \ \ \ \
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
koncentrace Mg 2* iont @ [mmol/I]

Obr. 10.Graf zavislosti koncentrace Mgionti na plose piku
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Podle grafu zobrazeném na Obr. 10 jestjide nejvhodsi koncentrace Mg ionti

pro primery GC341f a 518r byla 2,5 mmol/l.

8.1.6 Porovnani piimé a nested PCR pro primery GC341f a 907r

DalSi testovanou sadou universalnich primeyly primery ozn&ované GC341f,
907R, jejichz sekvence byly ziskany z publikace rfjtanget al., [25]. U tohoto pokusu
Slo o srovnaniiimé PCR a nested PCR. Snahou bylo zjistit zdadydPCR funguji stej-
né¢ nebo zda &ktera z nich funguje Iépe. Ozfeni GC u prvniho z prim&rznamena, ze
komplementarni sekvencirgrlchazi GC svorka nutnd pro aplikaci produkf TGGE.
Cisla v ozngeni primeti odpovidaji pibliznému p@éatku gisludné sekvence v genu pro
16S rRNA u E. coli. Primery zahrnuji variabilni abti V3, V4 a V5. @ekavana délka
produktu byla 606 pb. Do re&ki snesi byly davkovany roztoky dle Tab. 8. U tohoto po-
kusu byly davkovany dvraizné DNA. U prvnich dvou slouficTab. 8 byla davkovana 10x
fedna DNA z PCR FD1, RD1. Ve 4. sloupci Tab. 8 byl kidxan 10xtedény zakladni
roztok DNA. Do gedposledni zkumavky nebyla DNA davkovari®ec, tato sis slouzila

jako negativni kontrola.
Sekvence pouzitych primejsou nasledujici:
GC341f:CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAIIGGAGGCAGCAG

907R: CCG TCAATTCCT TTGAGT TT

Tab. 8.PCR pro CG341f a 907r siznou DNA (objemy M)

Reakni snes/draha 1 2 3 4
Master mix (Green) 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC341f [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Primer 907r [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Voda 9,5 7,5 10,5 9,5
Templatova DNA [konc. 1101 1 (x10% - 1 (x107)
2,82 pg/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny zakladni roztok.
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PCR byla provedena v thermocycleru s programssti cykli. Program: péate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3hrsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-
Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus vub@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;
zawrecné polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.

1400 pb
1838 BB
800 pb
600 pb

400 pb

200 pb

Obr. 11.PCR pro GC341f a 907r siznou DNA. Koncentrace
DNA: 4, 1 ul 10x'edkného zakladniho roztoku DNA; 3N, nega-
tivni kontrola; V prvnich dvou drah&ach stejna DNAmoZstvi 1
pl 10x7eckné DNA z PCR FD1, RD1. M, DNA marker.

Délka produktu byla dleipdpokladu 606 pb (viz. Obr. 11). Produkt byl vitltite
pouze u prvnich dvou drah, kde byl davkovan 1 (M ddikného roztoku DNA z PCR
FD1, RD1. Negativni kontrola byla v f#mku. Bohuzel ve 4. draze, ktera obsahovala 1 pl
10x fed®ného roztoku zakladni DNA se produkt nevytko

8.1.7 Nested PCR pro primery GC341f a 907r sitznou koncentraci DNA

DalSim pokusem s primery GC341f a 907r byla snaleptonalizaci koncentrace
DNA v reakini snesi. Nami @ekavana délka produktu byla 606 pb. Do tedlsntsi byly

roztoky davkovany dle Tab. 9. Do mikrozkumavek bgko templatova DNA davkovana
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purifikovana DNA ze vzorku kalu &stirny odpadnich vod. V prvnich dvou mikrozku-
mavkach byla DNA davkovana v mnozstvi 1 ul I@xtného zakladniho roztoku, ve 4.
mikrozkumavce to byl 1 pl zakladniho roztoku DNAo Predposledni zkumavky nebyla

DNA davkovana ubec, tato sis slouzila jako negativni kontrola.

Tab. 9.NestedPCR pro primery GC341f a 907r 8anou koncentraci DNA (objemy:y

Reakni snes/draha 1 2 3 4
Master mix (Green) 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC341f [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Primer 907r [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Voda 9,5 9,5 10,5 9,5
Templatova DNA [konc. 1101 1 (x10% - 1
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programseti cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3hrsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-
Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus vuk@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;
zawrecnd polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.
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Obr. 12.Nested PCR pro primery GC341f a 907nignmou koncentraci

DNA. Koncentrace DNA: 4, 1 ul fexkného roztoku DNA o koncentraci
2,82 pg/ml; 3N, negativni kontrola; 2, a 1, 1 pkIfedného zakladni-

ho roztoku DNA. M, DNA marker.

Produkt se vytvll o ocekavané délce 606 pb (viz. Obr. 12). V1. draze
s davkovanim 1 pl 10xtedéného zakladniho roztoku DNA vSak bylo produktu viaimalé
mnoZstvi, spiSe setrtheme dohadovat, zda tamibec rEjaky byl. Zato ve 2. draze byl pro-
dukt velmi zetelny. Negativni kontrola byla v fadku. V posledni, 4. draze, kde byla dav-
kovana zakladni DNA, se produkt nachazel v malénozstvi. Ogt zde miZzeme vidt
dimery, které prawpodobré vznikly jako disledek nadbytku primérnebo vytvéenim
nespecifickych produlkit

8.1.8 PCR pro primery GC341f a 907r s fiznou koncentraci Mg iontii

V nasledujicim experimentu s primery GC341f a 99a optimalizovana koncen-
trace Md" ionti pomoci roztoku MgGl Koncentrace Mg ionti byla v rozmezi 2 — 4
mmol/l. Fredpokladana délka produktu byla 606 pb. Do ¢eaknesi byly davkovany roz-
toky podle Tab. 10. Jako templatovd DNA byla dadmy 10xiedina zakladni DNA
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purifikovana ze vzorku kalu d@stirny odpadnich vod. Doiedposledni zkumavky nebyla

DNA davkovana ubec, tato sis slouzila jako negativni kontrola.

Tab. 10.Nested PCR pro primery GC341f a 907uignmou koncentraci Mg iont: (objemy
v ul)

Reakni snmeés/draha 1 2 3 4
Master mix (Green) 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC341f [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

Primer 907r [konc. 100 1 1 1 1
pmol/ul]

MgCl, [mmol/l] 2 3 2 4
Voda 9,5 7,5 10,5 9,5
Templatova DNA [konc. 1(x10%) 1 (x10h - 1 (x10™)
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3drsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-
Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus vib@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;
zawrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 48

500 pb

400 pb

200 pb

Obr. 13.PCR pro primerycGC341f a 907r siiznou koncentraci
Mg?" ionti. Koncentrace M§" ionti: 4, 4 mmol/l; 3, negativni kont-

rola; 2, 3 mmol/l; 1, 2 mmol/l. M, DNA marker.

Produkt n¢l dle predpokladu délku 606 pb (viz. Obr. 13). V 1. draz@scentraci
Mg®* ionti 2 mmol/l nebyl produkt z neznamychwabdi viditelny. Ve 2. draze byla kon-
centrace Mg ionti 3 mmol/l a produkt byl jasnviditelny. Negativni kontrola provedena
ve 3. draze vyslaists a ve 4. draze s koncentraci Mgpnti 4 mmol/l byl produkt viditel-

ny slale.

8.1.9 PCR pro primery GC341f a 907r s rostouci koncentracMg?* ionti

U tohoto pokusu byl zopakovartgaesly experiment s primery GC341f a 907r se
zmeénou koncentrace Mg ionti pomoci roztoku MgGl Zvolena koncentrace Mgiont
v této PCR srsi byla v rozmezi 2-5 mmol/l, s ngtem 0,5 mmol/l. Namidakavany pro-
dukt by se mil vytvotit o délce 606 pb. Do reaki snesi byly davkovany roztoky podle
Tab. 11. Jako templatovA DNA byla davkovana puwifdna DNA ze vzorku kalu
z ¢istirny odpadnich vod, ktera byla 10fed&na. Do pedposledni zkumavky nebyla DNA

davkovana ubec, tato sis slouZila jako negativni kontrola.
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Tab. 11.Nested PCR pro primery GC341f a 907r s rostouctkotraci M§* ionti (obje-

my vul)
Reakni smés/draha 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix (bezbar-| 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 125 125 125
vy)
Primer GC341f 1 1 1 1 1 1 1 1
[konc. 100 pmol/ pl]
Primer 907r [konc. 1 1 1 1 1 1 1 1
100 pmol/ pul]
Mg?* ionty [mmol/I] 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Voda 7,5 7,0 6,5 6,0 55 5,0 8,5 4,5
Templatova DNA 1 1 1 1 1 1 - 1
[konc. 2,82 ug/ml] | (x10Y) (x10%) (x10%) (x10Y) (x10Y) (x10% (x10Y)
Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programseti cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 5 min; denaturace 94 °C, 3brsealing 61-56 °C, 30 s (teplota sni-
Zovana (touchdown) o 0,5 °C na cyklus uk@hu 10 cykh); polymerace 72 °C, 1 min;
zawrecnd polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze denaturace,

annealing a polymerace se opakuji v 29 cyklech.
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Obr. 14 PCRGC341f a 907r s rostouci koncentraci Kfgonti. Koncent-
race Mg®" ionti: 8, 5 mmol/l; 7N, negativni kontrola; 6, 4,5 mniid, 4
mmol/l; 4, 3,5 mmol/l; 3, 3 mmol/l; 2, 2,5 mmol/I2Zmmol/l Mg?* ionts.
M, DNA marker.

Produkt se dle igdpokladu vytvéil o délce 606 pb (viz. Obr. 14). Draha
s markerem byla krajni agme proto se nam marker jako ukazatel délky bazi bauie-
formoval. V 1. draze s koncentraci Mgonti 2 mmol/l se band trochu zdeformoval a pro-
to je mozne, Ze je jeho hodnota vy3sSi nez kdybypbgVidelny. Bandy v 1.-5. draze vysly
pozitivré a produkt byl viditelny. V 6. drdze byl produktzmatelny, negativni kontrola

vySlacista. V 8. draze se produkt nezobrazil, coz by zpisobeno vysokou koncent-
raci Md* ionti.
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Obr. 15.Graf zavislosti plochy piku na koncentraci Mgont

Podle Obr. 14 byly programem pro ziskavani fotekzdemetricky spoitany sig-
naly band produktu a ze ziskanych hodnot byl vy graf (viz. Obr. 15). Produkt
v prvni draze byl deformovany, cozigobilo WtSi plochu piku. AvSak jinak & nejveétsi
plochu pik pro koncentraci Mgionti 3 mmol/l, coZ znamena, Ze to je nejvh&dhkon-

centrace.

8.2 Primery specifické pro vybrané skupiny bakterii

Dale byly testovany skupiny bakterii, které jsodmy tim, Ze se mohou vyzna#n
podilet na biodegradaich procesech. Takovymito skupinami jsou ifkdpd Alfaproteo-

bacterig BetaproteobacterigGammaproteobacterineboActinobacteria

8.3 Betaproteobacteria

Prvni sadou primérpouZzitych proBetaproteobacteridyly primery B359f, B682r,
které jsou pro tuto skupinu bakterii specifické RP@odukt &chto primet byl pouZzit jako
templatovd DNA pro druhou sadu primeGC518f a B682r pro nested PCR. Sekvence
téchto primeti byly ziskdny z publikace Muhlinggt al. [24]. Ozn&eni GC u prvniho
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primeru ze sady priméy kterda je universalni znamena, Zze komplement&kienci ped-
chéazi GC svorka nutna pro aplikaci produke TGGE Cisla v ozn#éeni primefi odpovi-
daji pibliznému p@atku Fislusné sekvence v genu pro 16S rRNA u E.coli. enynmase-

daji tak, Ze zahrnuji variabilni oblasti V3 a V4.
Sekvence pouzitych primejsou nasledujici:
B359f: GGG GAA TTT TGG ACA ATG GG

B682r: ACG CAT TTC ACT GCT ACA CG

GC518f :CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGCGHINGCCGCGGTAAT

8.3.1 PCR pro primery B359f a B682r

Prvni testovanou sadou prinigaro Betaproteobacteridyly primery B359f, B682r,
roztoky byly davkovany dle Tab. 12.¢€kavana délka tohoto PCR produktu byla 363 pb.
Primery zahrnuji variabilni oblasti V3 a V4. Jalmiplatova DNA byla davkovana purifi-
kovana DNA ze vzorku kalu dstirny odpadnich vod. Doredposledni zkumavky nebyla

DNA davkovana ubec, tato sis slouzila jako negativni kontrola.
Sekvence primérpouzitych pro PCR jsou tyto:
B359f: GGG GAA TTT TGG ACA ATG GG

B682r: ACG CAT TTC ACT GCT ACA CG

Tab. 12.PCR srds pro primery B359f a B682r gznou koncentraci DNA(objemy:

Reakni snes/draha 1 2 3 4

Master mix (bezbarvy) 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer B 359fkonc. 100 2 (x10Y) 2 ®10Y) 2 x10Y) 2 (x107)
pmol/ul]

Primer 682r [konc. 100 2 (x10Y) 2 x10Y) 210 2 (x107%)
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x107) - 1 (x102)
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédiny roztok,x10? znamené stokréedsny roztok
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PCR byla provedena v thermocycleru s programi@eti cykhi. Program: péate-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 aminealing 63 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; zawrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyidéch.
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Obr. 16.Pokus s primery B359f a B682r#znou koncentraci DNA.
MnoZstvi DNA: 4, 1 pl 100%edbného zakladniho roztoku DNA; 3N,
negativni kontrola; 2, 1 pl 10%edného zakladniho roztoku DNA; 1,
1 pl ne'edkného zakladniho roztoku DNA. M, DNA marker.

Produkt se vytvd o ocekadvané délce 363 pb (viz. Obr. 16). Negativni kaat
ve 3. draze byla v gadku. V 1. draze, kde byl davkovan 1 pfewného zakladniho roz-
toku DNA byl produkt jas# viditelny. Ve 2. draze s davkovanim 1 pl li@dného za-
kladniho roztoku DNA je viditelny pouze velmi stab/e 4. drdze byla DNA davkovana
v mnozstvi 1 pl 100x%edného zakladniho roztoku DNA a produkt zde viditehahi, coz

muze byt zisobeno tim, Ze je zde davkovano vystaa@ni DNA.
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8.3.2 Nested PCR pro primery GC518f a 682r sitznou koncentraci DNA

V tomto pokusu byla provedena nested PCR. V tétR BE€jednalo o optimalizaci
vhodné koncentrace DNA. Ozfeni GC u prvniho z prim&érznamena, Ze komplementarni
sekvenci pedchazi GC svorka nutna pro aplikaci produkt TGGE. Do reaki smesi
byly davkovany roztoky podle Tab. 13¢€kavana délka produktu byla 204 pb. Nasedajici
primery zahrnuji variabilni oblast V4. Tento vzoreknplatové DNA je produktem PCR
B359f a B682r. Do fedposledni zkumavky nebyla DNA davkovaridec, tato sis slou-

Zila jako negativni kontrola.
Sekvence pouzitych primejsou nasledujici:
GC518f :CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGRINGCCGCGGTAAT

B 682r: ACG CAT TTC ACT GCT ACA CG

Tab. 13.Nested PCR pro primery GC518f a 682t:zmou koncentraci DNA (objemyy

Reakni snes/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer GC 518f [konc. 2 (x10Y) 2 x®10Y) 2 x10%) 2 (x10Y
100 pmol/ul]

Primer 682r [konc. 100 2 (x10Y) 2 @x®10Y) 2 x10Y) 2 (x10Y
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x107) - 1 (x102)
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédiny roztok,x10? znamena stokréedsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 aminealing 60 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; z&re¢na polymerace 72 °C, 10 min; uchovéani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyldéch.
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Obr. 17.Nested PCR pro primery GC518f a 682r:znmou kon-
centraci DNA. Mnozstvi DNA: 4, 1 pl 108edneho roztoku
DNA z PCR B359f a B682r; 3N, negativni kontrolal24l 10x
redkného roztoku DNA z PCR B359f a B682r; 1, 1 jiedéne-
ho roztoku DNA z PCR B359f a B682r. M, DNA marker.

Produkt byl vytvéen o gedpokladané délce 204 pb (viz. Obr. 17). Produkt by
dohe viditelny ve vSech drahach. Nejlépe byl produkiitelny ve 2. draze, kde byl dav-
kovan 1 pl 10xtedéného roztoku DNA z PCR B359f a B682r. Negativni tkola vysSla

Cista. Z neznaméhaistodu doSlo ke zdeformovani markeraéasté&né i produkii.

8.3.3 Nested PCR pro primery GC518f a 682r siiznou koncentraci primeni

U této nested PCR bylo cilem optimalizace &jigtnejvhod®jSi koncentrace pri-
merit. Do reakni snesi byly davkovany roztoky podle Tab. 14. Namegpoklddana délka
produktu byla 204 pb. Jako templatova DNA zde bguzt 10x fedny roztok DNA
z PCR B359f a B682r. Dorpdposledni zkumavky nebyla DNA davkovanderc, tato

smes slouzila jako negativni kontrola.
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Tab. 14 Nested PCR, s#a pro primery GC518f a 682r (objemy:ly

Reakini smés/draha 1 2 3 4
Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC 518f [konc. 1(x10Y) 2 x10Y) 2 (x10% 1
100 pmol/pl]

Primer 682r [konc. 100 1(x10Y) 2 x10%Y) 2 (x10% 1
pmol/ul]

Voda 9,5 7,5 8,5 9,5
Templatova DNA 1(x10Y) 1 (x10Y - 1 (x10%
[konc. 2,82 pg/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programssti cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 60 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; zayrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyiéch.
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Obr. 18.Nested PCR pro primery GC518f a 682n:gmou koncentraci
primeni. Koncentrace primer 4, 1 pl zakladniho roztoku primaro
koncentraci 100 pmol/ul; 3N, negativni kontrola;2ul 10x/edného
zakladniho roztoku primér 1, 1 ul 10x/eéného zékladniho roztoku

primeri. M, DNA marker.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 57

Produkt il o¢ekadvanou délku 204 pb (viz. Obr. 18). Ve vSech &chhs DNA
(dle Tab. 14) byl vytvien viditelny produkt. Negativni kontrola vystasté. Produkt
v draze 4 s koncentraci prinbet pl o koncentraci 100 pmol/ul byl viditelny negygji,
avSak byly zde vytvi@ny i slald viditelné nespecifické produkty o vysSim¢po pb, které
byly nejspiSe zgsobeny pra¥ vysokou koncentraci primer Produkt v draze 2
s koncentraci 2 ul 10fedného zakladniho roztoku prinienebyl sice tak jasny, ale zato
se zde nevyskytovaly Zzadné nespecifické produktprwii draze byl produkt viditelny

nejslalji ziejme z divodu nizké koncentrace printier

8.3.4 Nested PCR pro primery GC518f a 682r sirznou koncentraci Mdf* ionti

V této nested PCR byla optimalizovana koncentragg®Nbnti. Timto jsme se
snazili docilit co nejtSi ¢istoty PCR produki Do reakni snesi byly davkovany roztoky
podle Tab. 15. U produktu byla&ekavana délka 204 pb. Pro pokus byla pouZitai&€x
na DNA z PCR B359f a B682r. Dagqrposledni zkumavky nebyla DNA davkovana v

bec, tato sis slouZila jako negativni kontrola.

Tab. 15.Nested PCR pro primery GC518f a 682r s rostouctiotraci M§* ionti (obje-

my vul)
Reakni smés/draha 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix (bezbarvy) 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 512125 125
Primer GC518f [konc. 1 1 1 1 1 1 1 1
100 pmol/ul]
Primer 682r [konc. 100 1 1 1 1 1 1 1 1
pmol/ul]
Mg?*ionty [mmol/l] 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Voda 7,5 7,0 6,5 6,0 55 50 85 4,5
Templatova DNA [konc. 1 1 1 1 1 1 - 1
2,82 pg/ml] (x10Y)  (x10%) (x10Y) (x10Y) (x10%)  (x10Y) (x10%)
Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny zakladni roztok
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PCR byla provedena v thermocycleru s programssti cykli. Program: péate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 60 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; zayrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyiéch.
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Obr. 19.Nested PCR pro primery GC518f a 682r s rostouctkot
raci Mg™* ionti. Koncentrace Mg ionti: 8, 5 mmol/l; 7N, negativni
kontrola; 6, 4,5 mmol/l; 5, 4mmol/l; 4, 3,5 mmol3; 3 mmol/l; 2, 2,5
mmol/l; 1, 2 mmol/l MG* ionti. M, DNA marker.

Produkt se vytviil o piredpokladané délce 204 pb (viz. Obr. 19). Produktibkre
viditelny ve vSech drahach. Nejjagirbyl viditelny produkt ve 2. a 6. draze. Ve 2ade
byla koncentrace Mg iontii 2,5 mmol/l a v 6. draze byla koncentrace\Vignti 4,5

mmol/l. Negativni kontrola vysl&iste.
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Obr. 20.Graf zavislosti plochy piku na koncentraci Mgont

Graf na Obr. 20 zobrazuje, Ze nejvh®@h koncentrace Mg iontii byla 2,5 a 4,5
mmol/l. Dal$i nejvy$si koncentraci byla podle grifincentrace 4 mmol/l Mg ionti.
Z toho Ize usoudit, Ze pouzity program na denzitoiciey vypocet neni #ejmeé apiné op-
timélni a Ze peit4 s utitou chybou, jelikoZz na Obr. 19 neni viditelné,Beband v draze

s koncentraci 4 mmol/l Mg iontd, byl pElis jasny.

8.4 Gammaproteobacteria

Specifickymi primery pradGammaproteobacteri@yly primery 359f a 871r. PouZi-
tou sadou primérpro nested PCR byly primery GC518f a 785r. Praete®CR byl jako
templatovd DNA pouzit produkt PCR s primery 39%7dr. Sekvence primebyly ziska-
ny z publikace Mihlinget al.[24]. Primery 359f, 871r a 785r obsahuji degenanévbaze
zaji¥ujici specifitu protGammaproteobacteridDegenerované baze, které primery obsahu-
ji, jsou zaznamenany v Tab. @isla oznaujici primery odpovidaji iibliznému p@atku
piislusné sekvence v genu pro 16S rRNA u E. colm®ry nasedaji tak, Ze zahrnuiji varia-
bilni oblast V3 — V5.
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Sekvence primérpro nasledujici PCR jsou:

395f: CMA TGC CGC GTG TGT GAA
871r: ACT CCC CAG GCG GTCDAC TTA
GCH18f:CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGGECAGCCGCGGTAAT

785r: CTA CCA GGG TAT CTAATCC

8.4.1 PCR pro primery 395f a 871r s fiznym mnoZzstvim DNA

Gammaproteobacteriyla testovana na primerech 395f a 871r. U tétR IP&gakce
bylo optimalizovano mnozstvi pouzité DNA. Roztoky ceakni snesi byly davkovany
podle Tab. 16. fddpokladana délka produktu byla 516 pb. Primeryraghvariabilni ob-
lasti V3 — V5. Pro pokus byla pouzita DNA vyextrahaoa z kalu Zistirny odpadnich vod.
Do predposledni zkumavky nebyla DNA davkovanderc, tato s@s slouZzila jako nega-

tivni kontrola.
Sekvence primérpouzitych v PCR:
395f: CMA TGC CGC GTG TGT GAA

871r: ACT CCC CAG GCG GTC DAC TTA

Tab. 16.PCR pro primery 395f a 871r #znym mnozstvim DNA (objemyly

Reakni smeés/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer GC 395f [konc. | 2 (x10Y) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
100 pmol/ul]

Primer 871r [konc. 100 | 2 (x10) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x10%h) - 1 (x102)
2,82 pg/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokr&edsny roztok
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PCR byla provedena v thermocycleru s programssti cykli. Program: péate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 54 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; zayrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyiéch.

1400 pb
1200 pb
1000 pb

800 pb

600 pb

400 pb

Obr. 21.PCR pro primery 395f a 871r gznym mnozstvim
DNA. Davkovani DNA: 4, 1 ul 10Gedného zakladniho roz-
toku DNA; 3N, negativni kontrola; 2, 1 pl 1@&dného za-
kladniho roztoku DNA; 1, 1 ul reckného zakladniho roztoku
DNA. M, DNA marker.

Produkt se viditelt zobrazil pouze v prvnich dvou drahach. Jebekavana délka
byla 516 pb (viz. Obr. 21). Marker je bohuzel troadeformovany. Nejjasii byl viditelny
produkt v 1. draze, kde byl davkovan zakladni reZdNA. Ve 2. draze byl davkovan 1 pl
10x fedného zakladniho roztoku DNA a produkt byl viditekigk®. Ve 3. draze byla pro-
vedena negativni kontrola, ktera vy8isté. Ve 4. draze s davkovanym 1 ul 1a@xkného
zakladniho roztoku DNA se produkt bohuzel nezolhranz mohlo byt zf)sobeno vyso-

kym fecEnim DNA.
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8.4.2 Nested PCR pro primery GC518f a 785r sitznym mnozstvim DNA

V nasledujici nested PCR bylo optimalizovano mnaZzBiNA, aby bylo zjis¢no,
které z davkovaného mnozstvi DNA je nejvhg@npro produkt o vysokéistott. Do PCR
smesi byly davkovany roztoky podle Tab. 17. Namekavana délka produktu byla 307 pb.
Primery zahrnuji variabilni oblast V4. Ozemi GC u prvniho z primérznamena, Ze
komplementarni sekvenctgdchazi GC svorka nutna pro aplikaci produka TGGE. Pro
pokus byla pouzita DNA z PCR reakce s primery 3687 1r, ktera byla ve 2. dragena
10x a ve 4. drdze 100x. Ddeglposledni zkumavky nebyla DNA davkovandec, tato

snes slouzila jako negativni kontrola.
Sekvence pouzitych primier
GC518tCGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG' CCAGCAGCGGTAAT

785r: CTA CCA GGG TAT CTAATCC

Tab. 17.Nested PCR pro primery GC518f a 7&miznym mnozstvim DNA (objemyly

Reakni smeés/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer GC 518f [konc. | 2 (x10Y) 2 x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
100 pmol/ul]

Primer 785r [konc. 100 | 2 (x10) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]

Voda [ul] 75 75 8,5 75
Templatova DNA [konc. 1 1 (x10%Y) - 1 (x102)
2,82 pg/ml]

Celkovy objem [ul] 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokr&edsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programseti cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 56 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; zayrecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyiéch.
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Obr. 22.Nested PCR pro primery GC518f a 78%riznou
koncentraci DNA. Davkovani DNA: 4, 1 ul 1Gexkného roz-
toku DNA z PCR 395f a 871r; 3N, negativni kontrda;l pl
10x/edného roztoku DNA z PCR 395f a 871r; 1, 1 pl 10x ne-
redeného roztoku DNA z PCR 395f a 871r. M, DNA marker.

Produkt se vytviil o piedpokladané délce 307 pb (viz. Obr. 22). Produltadeazil
pouze v prvnich dvou drahach. V 1. draze byl prodagny, avSak byly zde vytveny i
nespecifické a pro nas nezadouci produkty, coz onb¥il zpisobeno vysokou koncentraci
DNA. Ve 2. draze, kde byl davkovan 1 pl ligxkné DNA z PCR 395f a 871r byl produkt
viditelny slalgji, ale stéle to bylo dostajici. V této draze se nespecifické produkty nevy-
tvorily. Ve 3. draze byla provedena negativni konthayslacisté. Ve 4. draze se produkt

bohuZel nezobrazil. To mohlo bytigmbeno vysokyniedinim pouZzité DNA.

8.4.3 Nested PCR pro primery GC518f a 785r s jejich#iznou koncentraci

V nasledujici nested PCR byla optimalizovana kotreee pouzitych primér
GC518f a 785r, aby bylo mozno posoudit jeji vlivastotu produktu. Do PCR sfui byly
davkovany roztoky dle Tab. 18idRipokladana délka produktu byla 307 pb. Pro pokles b
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pouzita 10xtedna DNA z PCR reakce s primery 359f a 871r. bedposledni zkumavky

nebyla DNA davkovanaibec, tato sis slouZzila jako negativni kontrola.

Tab. 18 Nested PCR pro primery GC518f a 7&5ejich niznou koncentraci (objemyd)

Reakni snmeés/draha 1 2 3 4
Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer GC 518f [konc. 1 (101 2x10Y) 2 (x10Y 1
100 pmol/ul]

Primer 785r [konc. 100 | 1 (x10%) 2 (x10%) 2 (x109 1
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc, 1 1 - 1
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 aminealing 56 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; z&re¢na polymerace 72 °C, 10 min; uchovéani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicyldéch.
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Obr. 23.Nested PCR pro primery GC518f a 785fejich riznou
koncentraci. Koncentrace primer4, 1 ul néedného roztoku
primeri o koncentraci 100 pmol/ul; 3N, negativni kontraka2 pl
10x redkného zakladniho roztoku primerl, 1 pl 10xr/edeného

zakladniho roztoku primér M, DNA marker.

Produkt se wvytvil o predpokladané délce 307 pb (viz. Obr. 23). V1. draze
s mnozstvim 1 pl 10kedEného zakladniho roztoku printese produkt zobrazil dost vidi-
kde byly davkovany 2 ul 10sedného zakladniho roztoku printeiZde se v malém mnoz-
stvi vytvail nespecificky produkt. Ve 3. draze byla provederegativni kontrola, ktera
vyslacdista. Do snisi ve 4. drdze byl davkovan 1ulieeiného zakladniho roztoku printer
s koncentraci 100 pmol/ul. Produkt zde neni nejjdsm je zde $Si mnozstvi nespecific-

kych produki nez u 1. a 2. drahy.
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8.4.4 Nested PCR pro primery GC518f 785r siznou koncentraci Md* ionti

Tato nested PCR byla optimalizaci pro poufiziné koncentrace Mgionti. Mg**
ionty byly davkovany v roztoku Mggk koncentraci zvySujici se o 0,5 mmol/l. Roztoky d
PCR sngsi byly davkovany podle Tab. 19.¢€kadvana délka produktu byla 307 pb. Pro
pokus byla pouzita 10ecénd DNA z PCR reakce s primery 359f a 871r. Bedposledni

zkumavky nebyla DNA davkovandlbec, tato sris slouzila jako negativni kontrola.

Tab. 19.Nested PCR pro primery GC518f a 785wiznou koncentraci Mg iont: (objemy
v ul)

Reakni snmés/draha 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix 125 125 125 125 125 125 125 125
Primer GC 518f [konc. | 2 2 2 2 2 2 2 2(x107
100 pmol/pl] (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%)

Primer 785r [konc. 100 | 2 2 2 2 2 2 2 2(x10%
pmol/ul] (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%) (x10%)

Mg** ionty [mmol/[] 2 2,5 3 3,5 4 4,5 2 5
Voda 7,5 7,0 6,5 6,0 5,5 5,0 8,5 4,5
Templatova DNA [konc| 1 1 1 1 1 1 - 1
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 aminealing 56 °C, 30 s; polymerace
72 °C, 30 s; z&re¢na polymerace 72 °C, 10 min; uchovéani 4 °C, nekahdlouho. Faze

denaturace, annealing a polymerace se opakujicylidéch.
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Obr. 24.Nested PCR pro primery GC518f a 785m:gmou koncentra-
ci Md®* ionti. Koncentrace M@ ionti: 8, 5 mmol/l; 7N, negativni
kontrola; 6, 4,5 mmol/l; 5, 4 mmol/l; 4, 3,5 mmp8| 3 mmol/l; 2, 2,5
mmol/l; 1, 2 mmol/l M§ ionti. M, DNA marker.

Produkt n¢l predpokladanou délku 307 pb (viz. Obr. 24). Prodddyzobrazily ve
vSech drahach. V 7. draze byla provedena negdtomntiola, ktera vysldisté. Nejjaswji je
produkt viditelny ve 3. draze, kde je koncentracg?Monti 3 mmol/l. Velmi jasné jsou i
produkty ve 4. a 5. draze. Ve vSech drahach, krbndrahy se v malém mnozstvi vytilp

i nespecifické produkty, coz pro nas nefili$ Zadouci.

1900000 +

1700000 +

1500000 +

1300000 +

plocha piku

1100000 -+

900000 -

700000 -

500000

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

koncentrace Mg 2*iont a [mmol/l]

Obr. 25.Graf zavislosti koncentrace Mgionti na plose piku

Podle grafu na Obr. 25ieme vidt, Ze nejlepsi koncentrace fgonti pro dané primery
je 3 mmol/l.
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8.5 Alfaproteobacteria

Pro skupinuAlfaproteobacteridbyla testovana sada prinieAlf28f a Alf684. Sek-
vence &chto primeti byly ziskany z publikace Muhlinggt al. [24]. Primery Alf28f a
Alf684 obsahuji degenerované baze, aby byla 2apSspecifita proAlfaproteobacteria
Tyto degenerované baze jsou zaznamenany v Talisi v oznaeni primeti odpovidaji
pribliznému p@atku gislusné sekvence v genu pro 16S rRNA u E. colm®ry zahrnuji
variabilni oblasti V1 — V4.

Sekvence pro pouZité primery jsou nasledujici:
Alf 28: ARC GAA CGC TGG CGG CA

Alf 684: TAC GAATTT YACCTC TACA

8.5.1 PCR pro primery Alf28 a Alf684

Jako prvni byla provedena PCR s primery Alf28f d@684. Roztoky do reaki
smesi byly davkovany podle Tab. 20. Namiekavana délka produktu byla 696 pb. Pro
pokus byla pouzita DNA vyextrahovana z kaltistirny odpadnich vod. Doredposledni

zkumavky nebyla DNA davkovandlbec, tato swis slouzila jako negativni kontrola.

Tab. 20.PCR pro primery Alf28f a Alf684 (objemy:ly

Reakni smés/draha 1 2 3 4
Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer Alf 28f [konc. 100 Bt 1 1 1
omol/ul] 2 (x10°) 2 ((x10) 2 (x10Y) 2 (x10Y)
Primer Alf 684 [konc. 100 1 1 1 1
omol/ul] 2 (x10°) 2 ((x10)) 2 (x10Y) 2 (x10°)
Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 ) >
2,82 pg/mil 1 1(x10°) 1 (x10°)
Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokr&edsny roztok
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PCR byla provedena v thermocycleru s programi@eti cykhi. Program: péates-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 69 °C, 1 min; polymerace
72 °C, 1 min; zarecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahellouho.

Faze denaturace, annealing a polymerace se opakjcyklech.

. 1400 pb

. 1200 pb
#wss 1000 pb
s 800 pb

e — 600 pb

400 pb

Obr. 26.PCR pro primery Alf28f a Alf684. Davkovani DNA:14,
pl 100xr/edeného zakladniho roztoku DNA; 3N, negativni kontro-
la; 2, 1 ul 10x7edného zakladniho roztoku DNA; 1, 1 yFed>-
ného zakladniho roztoku DNA o koncentraci 2,82 ugV¥inDNA

marker.

U tohoto PCR ndm bohuZzel Zadny produkt nevznikljggpatrno z Obr. 26.

8.5.2 Nested PCR pro primery Alf28 a Alf684

V dalsim pokusu byla @p provedena PCR s primery Alf28f a Alf684, ale hayle
pouZzit jiny roztok DNA. Roztoky do reaki snesi byly davkovany podle Tab. 21. Primery
zahrnuji variabilni oblasti V1 — V4.r@dpokladana délka produktu byla 696 pb. Pro pokus
byla pouzita DNA z PCR FD1 a RD1. Deéeplposledni zkumavky nebyla DNA davkovana

vibec, tato s@s slouZzila jako negativni kontrola.
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Tab. 21.NestedPCR pro primery Alf28f a Alf684 (objemy:ly

Reakni smeés/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer Alf 28f [konc. 100 | 2 (x10") 2 x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]
Primer Alf 684 [konc. 100| 2 (x10%) 2 x10%) 2 (x10%Y) 2 (x107)
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x10%h) - 1 (x102)
2,82 pg/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokr&edsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 69 °C, 1 min; polymerace
72 °C, 1 min; zarecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahelouho.

Faze denaturace, annealing a polymerace se opak8jcyklech.
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Obr. 27.Nested PCR pro primery Alf 28f a Alf 6&%#avkovani DNA:

4, 1 ul 100x*eckného roztoku DNA z PCR FD1, RD1; 3N, negativni
kontrola; 2, 1 pl 10xedného roztoku DNA z PCR FD1; 1, 1 uFee
deného roztoku DNA z PCR FD1, RD1. M, DNA marker.
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U tohoto pokusu nam bohuzel zadné pozitivni vysfed&vysSly. Tato situace by
mohla byt dana tim, ZAlfaproteobacteriase v aktivovaném kalu vyskytuji ve velmi ma-

[ém mnozstvi.

8.6 Actinobacteria

Pro Actinobacteriabyly pomoci metody PCR jako prvni testovany priyn@C984f
a 1378r, jejichz produkt byl pouzit jako templatdvBA pro nasledujici nested PCR. Pro
nested PCR byly pouzity primery 243f a 1378r. Sekeetchto primet byly ziskany
Z publikace Heuer, et al. [13]. Ozmai GC u prvniho z prim&rznamena, Ze komplemen-
tarni sekvenci fedchazi GC svorka nutna pro aplikaci produkta TGGE. Cisla
v ozna&eni primet odpovidaji pibliznému p@atku gislusné sekvence v genu pro 16S

rRNA u E. coli. Primery zahrnuiji variabilni oblast8 — V8.
Sekvence pouzitych primepro nasledujici PCR:

243f: GGA TGA GCC CGC GGC CTA

GC984f: GC. —AA CGC GAA GAA CCT TAC

1378r: CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

8.6.1 Nested PCR pro primery 243f a 1378r

Byla pouzita metoda nested PCR. U tohoto pokusa bghha optimalizovat dav-
kovani DNA. Redpokladana délka produktu byla 1175 pb. Do ¢ebkntsi byly davko-
vany roztoky podle Tab. 22. Pro pokus byla poubidA z PCR FD1, RD1. Doigdpo-

sledni zkumavky nebyla DNA davkovan&bec z divodu negativni kontroly.
Sekvence pouzitych primier
243f: GGA TGA GCC CGC GGC CTA

1378r: CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
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Tab. 22 Nested PCR pro primery 243f a 1378migmym mnozstvim DNA (objemyly

Reakni snes/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer 243f [konc. 100 | 2 (x10%) 2 x10Y) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]

Primer 1378r [konc. 100 | 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x107) - 1 (x102)
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokréedny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programieetit cykli. Program: p&a-
tecni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 63 °C, 1 min; polymera-
ce 72 °C, 1 min; zave¢na polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, ne&ahdlouho.

Faze denaturace, annealing a polymerace se opaRjcyklech.
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Obr. 28.Nested PCR pro primery 243f a 1378rigmym mnozstvim
DNA. Déavkovani DNA: 4, 1 ul 100%ecného roztoku DNA z PCR
FD1 a RD1; 3N, negativni kontrola; 2, 1 pl 1@&®ného roztoku
DNA z PCR FD1 a RD1; 1, 1 plfekného roztoku DNA z PCR FD1
a RD1. M, DNA marker.
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Produkt se vytvill 0 ocekavané délce 1175 pb (viz. Obr. 28). Produkt bykel vi-
ditelny ve vSech drahach. V 1. draze, kde byla Ddd&kovana v mnozstvi 1 pl ieskné-
ho roztoku DNA z PCR FD1 a RD1 byl produkt viditglslakEji nez v dalSich dvou dra-
hach. Ve 2. drdze byla DNA davkovana v objemu 1Qudtedného roztoku DNA z PCR
FD1 a RD1 a ve 4. drdze s mnozstvim 1 pl 1B8ikného roztoku DNA z PCR FD1 a
RD1 byl produkt velmi jasny. AvSak ¥dhto drahach bylo takétsi mnoZstvi vytvie-
nych nespecifickych produkt Tento nedostatek by se mohl dat optimalizovatron an-

nealingové teploty nebo zmou patu cykli u PCR. Negativni kontrola vyséste.

8.6.2 Nested PCR pro primery F1378 a F984GC siznym mnozstvim DNA

Pro nested PCR byly pouzity primery F1378 a F984G&to PCR bylo optimali-
zovano mnozstvi dadvkované DNA. Primery zahrnujialaini oblasti V6 — V8. Roztoky
do reakni snesi byly davkovany podle Tab. 23. Namiekavana délka produktu byla 434
pb. Pro nested PCR byla pouzita DNA z PCR 243f 88.3Do edposledni zkumavky

nebyla DNA davkovanaibec z dvodu negativni kontroly.

Sekvence primérpouzitych v PCR:
1378r: CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

GC984f: GC. -AA CGC GAA GAA CCT TAC



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 74

Tab. 23.Nested PCR pro primery 1378r a GC984fizmym mnozstvim DNA (objempyly

Reakni snes/draha 1 2 3 4

Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5

Primer GC984f [konc. 100 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]
Primer 1378r [konc. 100 | 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x10%) 2 (x107)
pmol/ul]

Voda 7,5 7,5 8,5 7,5
Templatova DNA [konc. 1 1 (x107) - 1 (x102)
2,82 pug/ml]

Celkovy objem 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok,x10? znamené stokréedny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s program@ati cykli. Program: poate:-
ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 53 °C, 1 min; polymerace
72 °C, 1 min; zarecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahelouho.

Faze denaturace, annealing a polymerace se opak8jcyklech.

1400 pb

1200 plo

1000 pb
800 pb

500 pb

400 pb

200 pb

Obr. 29.Nested PCR pro primery 1378r a GC984fiznmym mnozstvim DNA.

Davkovani DNA: 4, 1 ul 100%edného roztoku DNA z PCR 243f a 1378r;
3N, negativni kontrola; 2, 1 ul 10%edneho roztoku DNA z PCR 243f a
1378r; 1,1 pl needeného roztoku DNA z PCR 243f a 1378r. M, DNA marker.
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Produkt se vytvil v o¢ekavané délce 434 pb (viz. Obr. 29). Produkt byranen
ve vSech drahach. Nejjagnbyl produkt viditelny v 1. draze, kde byla nefsj koncentra-
ce DNA, avsak bylo zde i nejtsi mnoZzstvi dalSich nespecifickych produkve 2. draze
s mnozstvim 1 pl 10kedného roztoku DNA z PCR 243f a 1378r byl produktiteithy
slakgji, ale paad byl viditelny dost jasn Zde bylo mnozstvi nespecifickych prodiuktiz-
Si. Negativni kontrola vysla. Ve 4. draze, kde HyMA davkovana v mnozstvi 1 pl 100x
redného roztoku DNA z PCR 243f a 1378r byl produktetadditelny slakiji s naznakem
nespecifickych produlkit

8.6.3 Nested PCR pro primery 1378r a GC984f sitznou koncentraci Md* ionti

Pro nasledujici nested PCR byla optimalizovana éotmace M§" ionti. Roztoky
do PCR srssi byly davkovany dle Tab. 24r&dpokladana délka produktu byla 434 pb. Pro
nested PCR byla pouzita DNA z nested PCR pro pyiri878r a 243f. Do igdposledni

zkumavky nebyla DNA davkovandibec z divodu negativni kontroly.

Tab. 24.Nested PCR pro primery 1378r a GC984fismou koncentraci Mg iont: (obje-

my vul)

Reakni smés/draha 1 2 3 4 5 6 7 8
Master mix 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer 1378r [konc. 2 2 2 2

100 pmol/ul] (x10Y)  (x10Y) (x10%) (x10%) (x10Y)  (x10Y)  (x10Y) (x109
Primer GC984f [konc| 2 2 2 2

100 pmol/pl] (x10Y)  (x10%) (x10%) (x10%) (x10%)  (x10Y)  (x10Y) (x10%)
Mg** ionty [mmol/l] 2 2,5 3 3,5 4 4,5 2 5
Voda 7,5 7,0 6,5 6,0 55 5,0 8,5 45
Templatova DNA 1 1 1 1

[konc. 2,82 pug/ml] (x10Y)  (x10%) (x10%) (x10%) (x10%)  (x10%) (x10%)
Celkovy objem 25 25 25 25 25 25 25 25

Pozn.x10" znamena desetkrédsny roztok

PCR byla provedena v thermocycleru s programati cykli. Program: poate:-

ni denaturace 94 °C, 7 min; denaturace 94 °C, 1 amnealing 53 °C, 1 min; polymerace
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72 °C, 1 min; zarecna polymerace 72 °C, 10 min; uchovani 4 °C, nekahellouho.

Faze denaturace, annealing a polymerace se opaRjcyklech.

1400 pb
1200 pb

1000 pb
800 pb
600 pb

400 pb

200 pb

Obr. 30.Nested PCR pro primery 1378r a GC984fisrmou koncentraci Mg
ionti. Koncentrace Mg ionti: 8, 5 mmol/l; 7N, negativni kontrola; 6, 4,5
mmol/l; 5, 4 mmol/l; 4, 3,5 mmol/l; 3, 3 mmol/l; 2,5 mmol/l; 1, 2 mmol/l
Mg?*ionti. M, DNA marker.

Produkt se zobrazil vcekavané délce 434 pb (viz. Obr. 30). Produkt seoiyta
zobrazil ve vSech drahéach. Negativni kontrola vy#s. Bohuzel z Obr. 30 neni patrné,

ktera pouZita koncentrace Kigonti je nejvhodsjsi.

1600000 -

1400000 -

1200000 -

1000000

plocha piku

800000 ~

600000
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

koncentrace Mg ** iont & [mmol/I]

Obr. 31.Graf zavislosti koncentrace Mgionti na plose piku
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Z grafu zobrazeného na Obr. 31 jedjdze nejvyssi hodnoty pro koncentraci f1g
iontd jsou u koncentraci 2; 2,5 a 4 mmol/l. Upmejvy3si je hodnota pro 2,5 mmol/l Kig

iontd. Proto je tato koncentrace nejvhéd.

8.6.4 PCR pro primery Act235 a Act878

DalSi testovanou sadou primdoyly primery Act235 a Act878 specifické phati-
nobacteria Tato PCR slouzila k @veni funkénosti primet.. Predpokladem bylo, Ze vytvo-
feny produkt vznikne o délce 683 pb. Pro pokus Ipgazita DNA purifikovana z kalu
z ¢istirny odpadnich vod. DNA byla davkovana v objeinul néed¢ného zakladniho roz-
toku DNA, 