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ABSTRAKT

Prace se zaméfuje na sledovani mikrobidlniho zastoupeni v horninovém prostredi, které
bylo kontaminovano ropnymi uhlovodiky. V ramci prace byla pouzita molekularné
biologickd metoda, kterd se fadi mezi kultivatné nezavislé metody — TGGE (gelova
elektroforéza v teplotnim gradientu). Metoda TGGE byla optimalizovana pro analyzu
zastoupeni domény Archaea ve vzorcich pud a digestatu z bioplynové stanice. Podrobnéji
bylo sledovano mikrobidlni zastoupeni bakterii béhem biodegradace ropnych uhlovodikt
v sanovanych ptidach. Pti aplikaci modifikovaného Fentonova ¢inidla bylo moZno sledovat
snizeni mikrobialniho osidleni. Béhem bioremediace dochazelo k ocekavanému vzristu
poctu druhli mikroorganismi. V ptipad¢ aplikace persulfatu a elektrického proudu bylo
mozno pozorovat oziveni mikrobidlnich spolecenstev v jilovém prostiedi a sniZeni

mikrobialniho osidleni ve Stérku.

Kli¢ova slova: izolace DNA, PCR, elektroforéza, TGGE, Archaea, Bacterie, sana¢ni

technologie, ropné uhlovodiky, biodegradace

ABSTRACT

The work focuses on the monitoring of microbial communities in soils contaminated with
petroleum hydrocarbons. Within the work a molecular biology method was used which
belongs among the cultivation independent methods - TGGE (temperature gradient gel
electrophoresis). TGGE has been optimized for the domain Archaea for the samples from
the soil environment within this work. To optimize TGGE, samples of digestion liquor
from biogas plants have also been used. We studied the presence of microorganisms during
the biodegradation of petroleum hydrocarbons in rehabilitated soils in details. When
applying the modified Fenton's reagent the reduction of microbial colonization was
observed. During bioremediation increase in the number of species of microorganisms
occurred, which was expected. In the case of applications of persulfate and electric current
recovery of microbial communities was observed in the clay environment and the

reduction of microbial colonization in the gravel.

Key words: DNA isolation, PCR, Electrophoresis, TGGE, Archaea, Bacteria, Remediation

Technologies, Petroleum Hydrocarbons, Biodegradation



Na tomto misté bych chtéla pod¢kovat vedoucimu mé prace doc. Mgr. Marku Koutnému,
Ph.D. za odborné¢ vedeni, rady, pfipominky a trpélivost, které mi s ochotou v prabchu

zpracovavani diplomové prace poskytoval.

Dale chei podékovat laborantce mikrobiologické laboratofe Be. Veronice Kucabové za vécné

pfipominky a jeji vstficnou pomoc pii praktické ¢asti této diplomové prace.

V neposledni fadé bych chtéla podekovat celé mé roding, ptiteli, kamaradim a kolegim za

vsestrannou podporu a pomoc pii celém mém studiu.

,» Radost z uvazovani a z chapani je nejkrasnéjsim darem prirody. *

Albert Einstein

Prohlasuji, Ze odevzdand verze bakalaiské/diplomové prace a verze elektronickd nahrana

do IS/STAG jsou totozné.

Ve Zliné



OBSAH

LY J D 2T 10

I TEORETICKA CAST .....ooiiiieeeeeeeeeee ettt n st 11

1 BIODEGRADACNI POCHODY .......cccccoovoiiiiieieieieieseeeesse st en st 12

2 SANACNI TECHNOLOGIE ...........cccocoviviioiiticeeseeeeee e, 13

2.1  OXIDACNI METODY SANACE (ISCO) ..cvviiiiiiiiieiieiiiese e 14

2.2 BIOREMEDIACE ... oottt et e e e et e s s e e e e e e e e et s s e e e e e e e e e bbb e e e eeeeees 14

2.2.1  Role mikroorganismt pii bioremediacich ...........ccccovviiiiiiiiiiiiiiine 16

3 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY .........cccccccooviiiiiiiiiesseeeeenenen, 18

3.1 |ZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN .. .ciiiiiiiie et 18

T 1 = R 19

3.2.1  ,TouchDOWN “ PCR ......coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22

3.2.2  ,NESted “  PCR....ooiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 23

3.3 ELEKTROFOREZA......ccitttiiiiiiiiieieeeeeee ettt ettt e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e aeaaeeeaereeaeaeees 24

TSI R €153 (01 7: W< [5) <5 (0 ) (o) (v- VU 24

3.4  GELOVA ELEKTROFOREZA V TEPLOTNIM GRADIENTU (TGGE)........cccccovvrivieninnns 25

4  SLEDOVANE DOMENY MIKROORGANISMU V PUDE............ccocovvnnnnn.. 28

4.1 DOMENA BACTERIA. ....ceiiee et i iiciitiie e e e e e e ettt e e e e e e s s et e e e e e e e s s s s snnanreaeeeeeaaans 28

4.2 DOMENA ARCHAEA .....coiiiieiiiiiititte e e e e e e e e sttt e e e e e e e s s s s sbtaa e e e e e e e e s s s s sabaareaeaaeessaans 29

5  ROPA - ROPNE UHLOVODIKY .......cccooooviiiiieeiieeeeseeee oo 30

5.1 MIKROORGANISMY ZODPOVEDNE ZA BIODEGRADACI ROPNYCH UHLOVODIKU .... 31

HPRAKTICKA CAST ...cooovieiieeeeeeeee ettt 41

6  CIL DIPLOMOVE PRACE ........c.cccocooviiiieeeeeceeiereeeesenes s 42

7 MATERIAL A METODIKA .......oooiiitoeeeeeee oot eeeeee et e et eeee e, 43

7.1 POUZITE PRISTROJE, ZARIZENT A CHEMIKALIE .......ccceiiiiuiiiiiereeeeeesesiinnnnneneeeeeenans 43

7.1.1  PHPrava 10ZtOKIL .....vvvveeiiiiiiiiciiii ettt 47

7.2 CHARAKTERISTIKA VZORKU ..viiiivieiirieeitieesireeesiteeesirsesssstesssssesssssessssssessnseessnns 48
7.3 MONITOROVANI MIKROORGANISMU POMOCI MOLEKULARNE BIOLOGICKYCH

V1= (o] o RO PPRRRORRROT 50

7.3 1 1ZOIACE DINA ... e e 50

7.3.1.1 Izolace DNA pomoci komeréniho Kitu.........cccovvvieiiiiiiiiiiiiiinniinennnns 50

7.3.1.2 Izolace DNA pomoci fenol - chloroformové metody............cccoeueeee. 51

7.3.2  Polymerazova fetézova reakce (PCR) ......c.coeeiiiiiiiiiiiee 53

7.3.3  Gelova eleKtrofor€za......covvvviiiiiiiiiiiiiiiecc e 58

T34 TGGE ... 59

8  VYSLEDKY A DISKUZE .........c.cocooovoiiieeeeeeeeeeeeeeee e 65

8.1 ADAPTACE TGGE PRO ANALYZU DOMENY ARCHAEA ........ccoeeiiiiiiieieieeeeeeeeee, 65

8.1.1  PCR reakce a adaptace TGGE pro doménu Archaea (paralelné pro
doménu Bacteria) — DNA izolovana z digestatu (z bioplynové stanice) .... 65

8.2 MONITOROVAN{ BAKTERIALNICH SPOLECENSTVI VE VZORCICH
HORNINOVEHO PROSTREDI POMOCI METODY TGGE.. ... 71

8.2.1  1zolace DNA z horninového prostiedi..........ccovveriiiieiiiieiiiiiiiiie e 71



8.2.2  Modifikace molekularné biologickych metod pro vzorky pochézejici z

horninoVEho Prostredi..........coiiviiiiiiiiiici 73
8.2.3  PCR reakce a optimalizace TGGE pro doménu Archaea (paralelné
pro doménu Bacteria) - DNA izolovana z horninového prostiedi.............. 78

8.2.4  PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich

horninového prosttedi — aplikace ISCO (modifikované Fentonovo

CINIALO) 1 84
8.2.5 PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich

horninového prosttedi — aplikace ISCO (persulfat + aplikace

elektrick€ho proudu) ..o 89

8.2.6  PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich
horninového prostiedi — aplikace Bioremediace...........ccccovevvevivveniinennnnn. 94
ZAVER ......oooooioiiiiiieeeeeeee ettt 99
SEZNAM POUZITE LITERATURY .....ccooiiiiiieiiieiieeieee et seniesese s 100
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ........coooiiieeeeeeeeeeeeeeeeen, 105
SEZNAM OBRAZKU .........oooviiiiieeieieeeeeeeeee e 106

SEZNAM TABULEK ... oottt 109



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Prace se zamétfuje na sledovani mikrobidlniho zastoupeni v pidéach, které byly
kontaminovany ropnymi uhlovodiky. Jednalo se o vzorky z lokalit, kde byly aplikovany
sana¢ni technologie. Sanace je zasah, pfi kterém dochazi k imobilizaci a likvidaci
znedisténi nebo probiha monitorovana atenuace (HORAK, 2006). Na zminénych lokalitach
byly pouzity tfi modifikace sana¢nich technologii. Prvni sanac¢ni technologie byla In situ
chemicka oxidace s aplikaci modifikovaného Fentonova ¢inidla. Druhou technologii byla
také In situ chemicka oxidace, ale s aplikaci persulfatu a elektrického proudu. Posledni
sanacni technologii byla bioremediace, pii které se do horninového prostfedi aplikovaly
inokula mikroorganismti a nutriety. Pro analyzu mikrobidlniho zastoupeni byly vyuzity

vzorky horninového prostiedi, odebrané ve vyse zminénych lokalitach.

Pro stanoveni mikrobidlnitho zastoupeni se vedle kultivaénich technik, vyuziva
i molekularné biologickych metod. Molekularné biologické metody maji oproti klasickym
kultivatnim metoddm tfadu vyhod, napf. identifikace mikroorganismi nekultivovatelnych
na Petriho miskach, rychlost a piesnost. V ramci prace byly pouzity tyto molekularné
biologické metody — izolace nukleovych kyselin (DNA), polymerazova fetézova reakce
(PCR), agar6zova elektroforéza a stézejni metodou byla gelova elektroforéza v teplotnim

gradientu (TGGE).

Metoda TGGE byla optimalizovana pro analyzu domény Archaea ve vzorcich horninového
prostiedi. Pro optimalizaci TGGE byly pouzity 1 vzorky digestatu pochazejici z bioplynové
stanice. Paralelné byla v danych vzorcich sledovana i doména Bacteria. Podrobnéji bylo
sledovano mikrobidlni zastoupeni bakterii b&hem biodegradace ropnych uhlovodika
v sanovanych pudach. Metoda TGGE byla optimalizovana pro analyzu DNA, ktera
pochazela z horninového prostiedi. Ze ziskanych vysledkii 1ze konstatovat, Ze bakterialni
slozeni béhem sanace pid se méni. V pribéhu bioremediace, po aplikaci nutrienta
a inokula do horninového prostiedi, bylo moZno pozorovat ocekavané mikrobialni oZiveni.
Pfi In situ chemické oxidaci byly sledovany rizné vysledky pro jednotlivé modifikace. Pfi
aplikaci modifikovaného Fentonova ¢inidla, dochazelo pravdépodobné k inhibici
mikroorganismii pfitomnych v sanovanych plidach. V piipad¢ aplikace persulfatu
a elektrického proudu bylo mozno pozorovat rozlisné vysledky v jednotlivych horninovych
prostiedich. V jilu dochazelo k mikrobiadlnimu oziveni. Opacné vysledky byly zjistény ve

Stérku, kde se spotiebou persulfatu se mikrobidlni osidleni snizovalo.
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1 BIODEGRADACNI POCHODY

Biodegradace neboli biologické odbouravani organickych latek, je realizovana pomoci
mikroorganismi. Tyto biologické transformace, které probihaji diky enzymim
(katalyzatorim), mohou provést rozsahlé zmény ve struktufe, snizit toxicitu
kontaminujicich latek anebo pfeménit organické latky na neSkodné anorganické produkty.
Mikroorganismy maji schopnost rozkladat urcité polutanty, a to bud’ kompletn¢, nebo

jenom ¢astecné. Uplna biodegradace je oznaCovana jako mineralizace.

Biodegradace je provadéna jak na piirodnich latkach, tak i na latkach antropogenniho
ptvodu. Syntetick¢ latky jsou rozkladdny piimo v prostiedi a to diky osidleni
mikroorganismy s rozsahlou biologickou aktivitou. Biodegradace polutanti mize probihat
v aerobnim i anaerobnim prostiedi, kdy fakultativné anaerobni mikroorganismy mohou
provadét rozklad v obou zminénych prostiedi, ale za vyuziti rtiznych substratu.
Mikroorganismy patfi mezi nejvyznamngj$i faktor, ktery se podili na mineralizaci
polutant v zivotnim prostiedi (pudé, vode€, sedimentech). Spolecenstva bakterii a hub
mohou snizit velké spektrum syntetickych latek a pravdépodobné kazdou latku piirodniho

pvodu. (HORAKOVA, 2006; SUTHERSAN, 1997; TROGL, 2011)

K uskutecnéni biodegradace v kontaminovaném prostfedi musi byt splnény urcité

podminky:

1. Existence mikroorganismu, ktery produkuje enzymy pro uskuteCnéni urcité
biodegradace.

2. Pritomnost mikroorganismu zminéného v bodu 1 v kontaminovaném prostiedi.

3. Polutant musi byt danému mikroorganismu dostupny napf. rozpustny ve vodé,
rozkladané latky nesmi byt sorbované na pevné povrchy atd.

4. Penetrace polutantu nebo transformacnich produktl pfes membranu. Vyuziti
extracelurdrnich nebo intracelularnich enzymu pro biodegradaci.

5. Vhodné podminky v kontaminovaném prostfedi pro pieziti a mnoZeni aktivnich
mikroorganismii (pfedpokladanych degradéri). Mezi sledované parametry patii
teplota, hodnota pH, pfitomnost kysliku, vlhkost, salinita, koncentrace dusiku

a fosforu a koncentrace kontaminujici latky. (HORAKOVA, 2006; TROGL, 2011)

V ramci této diplomové prace byly sledovany biodegrada¢ni pochody probihajici pfi

remediaci piid kontaminovanych ropnymi uhlovodiky.
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2 SANACNI TECHNOLOGIE

Zasah, pti kterém dochazi k imobilizaci a likvidaci zne€isténi nebo probihd monitorovana
atenuace se nazyva sanace. Cilem sanacnich technologii je odstranit antropogenni
kontaminanty, které se vyskytuji v podzemnich vodach, horninovém prostiedi a v ptidnim
vzduchu. Sanac¢ni technologie se rozliSuji na: monitorovanou piirozenou atenuaci, aktivni

(dochazi k odstranéni znecisténi) a pasivni (dochazi k imobilizaci znecisténi).

Mezi hlavni média urcend k dekontaminaci patfi: zeminy a horniny, sedimenty a kaly,

podzemni, povrchové vody a prusaky a vzdusné emise.
Sanac¢ni technologie se dé€li dle mista sanace na:

e Insitu — tyto sana¢ni metody se provadéji pfimo v misté kontaminace.
e EX situ — tyto sana¢ni metody se provadéni mimo misto kontaminace (odtéZeni ¢i
odstranéni kontaminujiciho média). Tato technologie se dale d¢li:
o On site — piikladem muze byt sana¢ni Cerpani a CiSténi v sanaéni stanici
umisténé na povrchu kontaminované lokality.
o Off site — Ccisténi ve specialnich zafizenich, které se nevyskytuje

na kontaminované lokalité.

Tato prace je zaméfena na sanaci pud. Prikladem sana¢nich metod pouzivanych pfti
dekontaminaci pud In situ jsou: biodegradace, bioremediace (biosanace), bioaugmentace,
bioventing, biolouZzeni zemin, fytoremediace, pfirozend monitorovana atenuace,

elektrokineticka atenuace a chemicka oxidace a redukce.

Pii dekontaminaci pid metodou Ex situ se nejvice vyuziva nasledujicich metod:
bioremediace ex situ, kalové hospodafstvi, kompostovani, landfarming, sana¢ni Cerpani

a prani zemin. (HORAK, 2006)

V zajmovych lokalitach byly sledovany biodegradacni pochody, pti kterych se vyuzivalo
sanacnich technik In situ. V jedné z kontaminovanych lokalit byla pouZita bioremediace,
neboli aplikace monokultur bakterialnich kmenti a nutrientt. A v druhé zajmové lokalité
bylo vyuzito dvou modifikaci oxida¢nich metod sanace (ISCO) a aplikace elektrického
proudu. Obé& zajmové lokality byly kontaminovany ropnymi uhlovodiky. (DOSTALKOVA
a MIKES, 2013)
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2.1 Oxida¢ni metody sanace (ISCO)

Pii aplikaci In situ chemické oxidace (ISCO) dochazi ke snizeni koncentrace cilovych
polutanti, které jsou chemicky oxidovatelné. Oxidaci vznikaji netoxické produkty nebo
méné toxické produkty. Vyuziva se Cinidel s prvky ve vysokém oxida¢nim stavu. Tyto
¢inidla jsou za normalnich podminek nestabilni a v pfitomnosti latek se schopnosti ztratit
elektrony, jim je tyto Cinidla odjimaji. Mezi nejcastéji pouzivané oxidacni Cinidla patii:
manganistan draselny (KMnOQOy), peroxid vodiku (H20;), ozon (Os3), peroxosiran sodny
(NazS,05) a Fentonova ¢inidla (H,0,/Fe?*). Aplikované &inidlo se vyuZiva nejen k reakci
s kontaminujici latkou, ale i k reakci s dalsimi oxidovatelnymi latkami v kolektoru.
(HULING a PIVETZ, 2006; CERNIK, 2010)

V zajmové lokalité¢ byly pouzity tyto oxidacni Cinidla: persulfat s aplikaci elektrického
proudu a modifikované Fentonovo &inidlo. (DOSTALKOVA a MIKES, 2013)

2.2 Bioremediace

Bioremediace je odstranéni toxickych latek z pudy, kontrolovanym pouzitim biologickych
postupti degradace kontaminantii metabolickou Cinnosti zivych organismi tzv.
biodegradaci. NejCastéji se aplikuji mikroorganismy, které se vyuzivaji k transformaci
kontaminanti na mén¢ Skodlivé produkty nebo na produkty neskodné a ty se poté
piirozené zaclenuji do zakladnich biochemickych cykli. Mikroorganismy vyuzivaji jejich
Sirokou genetickou diverzitu a metabolickou adaptivitu. Jinak fe¢eno bioremediace je
technologie, ktera vyuziva schopnosti mikroorganismu utilizovat kontaminanty. Ptfi¢emz
kontaminanty vyuziva jako zdroj uhliku a energie pro své zakladni Zivotni funkce. Nebo
kontaminujici latky mohou mikroorganismy transformovat na jiné slouceniny, a to diky

pritomnosti kosubstratu. (HORAK, 2006)
Podle stupné pfemény kontaminantu a jeho zpiisobu, se bioremediace dé€li na:

1. Mineralizace — je uplny rozklad kontaminantu na anorganické slouceniny (COs,
H,0, NHs, SO4%, atd.).

2. Biotransformace — konverze polutantu na jinou slou¢eninu, ktera je méné toxicka.

3. Kometabolismus — dochazi k transformaci kosubstratu (neni nutny pro rist
mikroorganismil), vedle substratu, ktery je pottebny pro rlst mikroorganismu.
Dochazi k tomu diky niz8i substratové specificit¢ enzymu, které jsou afinitni jak k

primarnimu substratu, tak i k strukturn€ podobnému kometabolitu. Kometabolit, ale
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nemuze byt rozkladan bez pfitomnosti organickych latek, které jsou potiebné pro
rust, nebo bez indukované tvorby enzymd, které jsou pottebné pro degradaci.

4. Transformaéni reakce — ptikladem mtize byt hydrolyza, redukce a oxidace.

5. Aerobni biodegradace — dulezitou podminkou je ptitomnost oxygenas, kterymi jsou

reakce pii degradaci katalyzovany. (HORAK, 2006)

Pro degradaci ptfirodni nebo syntetické latky je tfeba znat degradujici mikroorganismy
a podminky pottebné pro jejich aktivitu, ale také strukturu a fyzikaln€é chemické vlastnosti
latky, ktera ma byt degradovéana. Zavislost zminénych parametrli jsou znazornény na tzv.

,Biodegrada¢nim trojahelniku‘ (Obr. 1). (SUTHERSAN, 1997)

Podminky:

ph
Teplota

Nutrienty
Redox potencial

Biodegradace

Struktura
kontaminantia

Mikroorganismy

Obr. 1. Biodegradacni trojuhelnik (SUTHERSAN, 1997)

Na $picce biodegradacniho trojihelniku jsou podminky, které musi byt pfiznivé pro
uskutecnéni bioremediace. Mezi hlavni ovliviiujici podminky patfi: teplota prostiedi, pH,
koncentrace a druh Zivin, organické latky, pfitomnost surfaktantl, pfitomnost toxickych
latek, pfisun kysliku, ptidni vlhkost, redoxni potencial, vlastnosti pidy, permeabilita,
mikroskopicka struktura ptidni matrice a hydrogeologické a ptirodni podminky na lokalité.
(HORAK, 2006; SUTHERSAN, 1997)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2.2.1 Role mikroorganismii pii bioremediacich

Jak jiz bylo feceno In situ bioremediace vyuziva schopnosti mikroorganismi rozkladat
latky pritomné v pudach. Kontaminujici latky pfetrvavaji v podlozi, protoze tam panuji

nevyhovujici podminky pro mikrobialni osidleni a jeho aktivitu.

Mikroorganismy mohou v pidé uvoliovat enzymy. Enzymy maji schopnost katalyzovat
oxidaci mnoha riznych uhlovodiki, diky jejich Siroké substratové specificité. Enzymovou
aktivitu pady, lze definovat jako soucet aktivit vSech akumulovanych enzymi v ni
pritomnych. Ptirozena aktivita enzymu je vysledkem mnoha procest, jako je tfeba ¢astecné
zaClenéni vyprodukovanych enzymtii do pudniho prostiedi, neboli enzymy jsou

imobilizovany na povrchu ¢astice pudy.

Dals$im sledovanym parametrem je schopnost mikroorganismu riist v riiznych podminkach.
Aerobni mikroorganismy musi mit dostate¢ny ptistup kysliku pro sviij rast. Opakem
aerobll jsou anaerobové, pro které je kyslik toxicky a tudiz piezivaji jen za nepfitomnosti
kysliku. Zvlastnim typem jsou fakultativni anaerobové, ktefi mohou rast v pfitomnosti i v

nepiritomnosti kysliku.

Béhem In situ bioremediace vyuzivaji mikroorganismy pro svij rust zneéist'ujici latky, ale
potiebuji 1 dals$i makroergni prvky. Mezi pottebné Ziviny se fadi dusik, fosfor, v mensi
mife sira a dalsi stopové prvky, které jsou potiebné pro jejich rtst. Optimalni pomér mezi
zékladnimi makroergnimi prvky je: C : N : P =100 - 120 : 10 : 1. Pro rust je limitujici

zejména koncentrace fosforu.

Ve vétsiné piipadti je organicka latka, kterd zde predstavuje zdroj uhliku a energie,
transformovéana pomoci metabolickych drah, které jsou charakteristické pro heterotrofni
mikroorganismy. Organickd latka, ale nemusi byt substraitem, aby mohla byt

metabolizovana. Existuji dvé kategorie pfemén:

e V prvnim pfipadé€ je organicka latka vyuzivana jako zdroj uhliku a energie.
e V druhém piipadé nedochazi k biodegradaci, ale pouze k vyuziti uhliku k respiraci
— zajisténi Zivotaschopnosti buniky; a dochdzi k tomu pouze v tom piipade, jestlize

je uhlik v nizké koncentraci. Zde se fadi i kometabolické transformace.
Jelikoz uhlik patfi mezi prvky, které jsou potfebné pro rist, maji druhy mikroorganismi se
schopnosti vyuzivat jako zdroj uhliku syntetické molekuly selektivni vyhodu. Pted

zacatkem degradace kontaminantu je moZné pozorovat tzv. lagovou (aklimatiza¢ni) fazi.
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V lagové fazi dochéazi k ptizpisobeni mikroorganismi. Délka aklimatizace zavisi na
chemické struktufe, podminkach v prosttedi, koncentraci kontaminantu a mize trvat od
1 hodiny az po nékolik mésict. Po aklimatizaci mikroflory na substrat dochazi ke zvySené

aktivité jeho degradace.

Béhem procesu biodegradace se zvysuje pocet mikrobidlnich bunék (biomasy) a tim se
zvysuje ucinnost biodegradace. Neboli béhem mineralizace kontaminantu, buiiky vyuzivaji
organicky substrat pro vznik novych bungk, ¢imz dochazi k narastu mikrobidlni populace a
tim 1 k rychlej$i mineralizaci. (HORAK, 2006; SUTHERSAN, 1997, ZHONGYUN MA,
1999)
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3 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

V této kapitole jsou zminény molekularné biologické metody pouzivané v ramci této prace.
Aplikace molekularné biologickych metod ma fadu vyhod. Pomoci téchto metod mizeme
identifikovat i druhy mikroorganismd, které jsou pomoci klasickych kultiva¢nich metod
neidentifikovatelné, naptf. mikroorganismy nekultivovatelné na Petriho miskach. Dalsi
vyhodou je kratsi Cas, ktery je potiebny pro identifikaci mikroorganismii. Na obrazku

(Obr. 2) je znazornéno postupné usporadani molekularné biologickych metod.

Izolice DNA | PCR > | gt | TGGE

Obr. 2. Posloupnost molekuldrné biologickych metod

3.1 Izolace nukleovych kyselin

Pii izolaci nukleovych kyselin se pouziva nativniho substratu, v dostateCné Cistoté a
mnozstvi. Pfi izolaci nukleovych kyselin je problematickd lyze bunck, hlavné
u grampozitivnich bakterii, které maji ve své bunécné sténé¢ vysoky obsah peptidoglykanu.
Pro lyzi bun¢k se vyuziva napt. vysokofrekvencniho tfepani s kulickami nebo se pridava
lysozym (enzym) s detergentem (napi. EDTA). Po lyzi bunék je tfeba nukleové kyseliny
zbavit vSech latek, jejichz pfitomnost by mohla bréanit specifickému plisobeni enzymad.
Cilem izolace miize byt DNA nebo RNA. K odstranéni nezddouciho typu nukleové
kyseliny se vyuziva piislusné nukleazy a opakovani purifikaéniho postupu. Mezi metody
izolace nukleovych kyselin patii napi.: fenol - chloroformova extrakce, pouZiti

chromatografické kolony a vysolovani proteinti. (ROSYPAL, 2002)

V soucasné praxi se k izolaci nukleovych kyselin vyuziva komeréné prodavanych kita.
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3.2 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) neboli polymerdzova tfetézova reakce. Pti této metode
se cyklicky opakuje enzymova syntéza usekll fetézci DNA, prostiednictvim
DNA-polymerazy, respektive amplifikace vybranych tsekli dvouietézcové DNA (ve sméru

5’—3"). Cela reakce je provadéna ve zkumavce.

Pti reakci je zapotfebi dvou primerd, které vymezuji amplifikovany usek nukleotidové
sekvence tim, Ze se navazou ve specifickych mistech protilehlych fetézci DNA. Jako
DNA-polymerazy se pouzivaji polymerazy izolované z termostabilnich mikroorganismi.,
Tyto polymerdzy odolavaji denaturaéni teplot¢ DNA. Piikladem muize byt Tagq. DNA-
polymeraza z bakterie Thermus saquaticus. Pii PCR se nejcastéji pouzivaji tii kroky, které
se opakuji v 30 az 40 cyklech. Celé reakce probihd v automatickych termocyklérech, které
ve velmi kratkych Gasovych intervalech umi docilit pozadovanych teplot.(SMARDA,
2005)

Pted realizaci PCR je nutné spravné nakombinovat vSechny komponenty potiebné pro

amplifikaci DNA. Zde jsou uvedeny potfebné reagencie:

1. Templatova DNA — templat obsahuje segment DNA nebo cilovou sekvenci DNA,
ktera ma byt pomoci PCR metody amplifikovana.

2. Primery — primery (oligonukleotidy) jsou kratké useky DNA, které se navazuji dle
komplementarity bazi na rozdvojenou dsDNA (dvoufetézcovd) a zaptiCini syntézu
pozadované sekvence DNA. Jeden primer je pojmenovan jako forward primer a
druhy jako reverse primer (dle mista navazani na sSDNA (jednoietézcové)).

3. DNA-polymerdza — je to enzym pouzivany pro syntézu nového fetézce DNA.
DNA-polymeraza ptidava dalsi nukleotidy a prodluzuje navazané primery. Vznika
komplementarni templatové vlakno.

4. Magnesium — magnesium (kofaktor) je obvykle pfidavano ve formé MgCl, a je
potiebné pro aktivitu DNA-polymerazy.

5. dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty. Nese ¢tyfi nukleotidy Adenin, Cytosin, Guanin
a Thymin, které vyuzivd DNA-polymeraza k prodlouZeni navazanych primert.

6. Pufr — pufr (buffer) je roztok, ktery zajist'uje, aby nedochazelo ke zméné pH, coz je
diilezité pro maximalni aktivitu DNA-polymerazy.

7. PCR voda — pouziva se redestilovana voda. (STEPHENSON a ABILOCK, 2012)
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DalSim dtlezitym krokem PCR je navrzeni vhodnych primert (oligonukleotidt). Idealni
primery obsahuji 40 - 60 % G + C a tzv. ,,G/C svorku* — zatazeni 1 nebo 2 G a C zbytkl
na 3’- koncich primert, které by méli zajistit pfesnou vazbu na templat (SMARDA, 2005).
Rovnomérnost distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T. U obou primert je vhodna
podobna teplota tani Ty, ktera by méla byt alespon 50 °C. Velikost oligonukleotidii je
zpravidla 18 — 25 nukleotidd. Dal§imi dalezitymi parametry jsou: nepiitomnost vlasenek
(vnitini sekundarni struktury) a komplementarnich sekvenci (mozny vznik duplext).
Primery jsou vyrabény komercné syntetizatory oligonukleotidd. Pro navrzeni primert se
vyuziva programti (napf. OLIGO, NationalBioSciences, GeneWorks,
PCGenelntelligenetics atd.). (ROUX, 1995; SMARDA, 2005)

PCR proces se sklada z nékolika kroku, které jsou znazornény na Obr. 3.

PCR: Polymerizova fetézovia reakce
30 - 40 cykli ve 3 krocich:

f ﬁb‘”ﬂ*##ﬁ% f, Krok 1: Denaturace

1 min - 94 °C

M T ] T ¢ Krok 2: Annealing
45s5-54°C

forward a reverse
¥ primery

I I T T T yKrok 3: Extension
N L= e

~ 0 > 7 7 2min-720C

l pouze dNTP s

hady Viewasots 19995

Obr. 3.  Grafické zndzornéni  krokii PCR
(VIERSTRAETE, 1999)
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Reakce za¢ina pocatecni denaturaci, ktera se provadi pti teploté 94 — 96 °C, v zavislosti na

DNA-polymeraze obsazené v reakénim roztoku a jeji ¢as je 2 — 10 minut. Pfi pocatecni

denaturaci dochazi ke vzniku vazebnych mist pro primery, diky kompletni denaturaci

templatu. (SMARDA, 2005)

1. Denaturace

Teplota denaturace je obvykle 94 — 96 °C, v zavislosti na pouzité DNA-
polymeraze.
Béhem denaturace se dsDNA rozd€luje na dva samostatné fetézce ssDNA,

vSechny enzymatické reakce jsou zastaveny.

2. Annealing

Teplota annealingu, neboli ptipojovani primera je 50 — 65 °C.

Dochazi k ptipojeni primert k jejim komplementarnim sekvencim na ssDNA.
Primery se dostavaji vlivem Brownova pohybu k mistu navdzani na ssDNA
(iontova vazba) a dochazi k napojeni DNA-polymerazy s naslednym
kopirovanim nukleotidové sekvence. Pfi navrhovani primertt musi byt dodrzeno
nékolik dulezitych pravidel, viz vySe. Teplota tani primera (Tm) je dulezita pro
hybridizaci (napojeni) primeri. Mezi dalsi dilezité parametry patii zastoupeni
bazi a délka oligonukleotidi. Teplota pro pfipojeni primerta (T,) se da vypocitat
Z nasledujiciho vzorce/1/ a ustalenym pravidlem je, ze se Tr, snizuje o 5 °C:

T, = 0,3 - TEme™ 40,7 - TRrodukt — 25 1)

3. Extension (prodluzovani, elongace)

Teplota extense, neboli prodlouzeni primerd je 65 — 75 °C, nejéastéji vSak
72 °C, jedna se o syntézu novych fetézci DNA prostfednictvim DNA-
polymerazy.

dNTP (deoxiribonukleotidtrifosfat), hraje vtomto kroku velkou roli, jako
substrat pro DNA-polymerazu. V misté syntézy se dNTP za¢nou samovolné
pfipojovat ke svym komplementdrnim partnerim na SSDNA (prodlouZeni
napojenych primerl). Zjedné dsDNA tedy vznikaji dvé dcefiné

dvousroubovice se stejnymi bazemi.

Nasleduje zavére¢na extenze (final extension), kdy je vzorek po dobu 5 — 30 minut pfi
teplot¢ 72 °C. Dochazi k dokonéeni syntézy produkti. (ROUX, 1995; VIERSTRAETE,
1999; SMARDA, 2005)
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Pii PCR dochézi k exponencidlnimu nartstu poctu kopii DNA, tedy jedna kopie bude mit
po prvnim cyklu 2 kopie, po dvou cyklech 4 kopie, po tfech cyklech 8 kopii atd.
Exponencialni nartst kopii DNA je znazornéna na Obr. 4.(VIERSTRAETE, 1999)

) . 4 evklus
amplififovany < Exponencialni
————— Jevkl .
< — = amplifikace
= \Ir.:q‘k.lus
1 eykius e 35 oykdus
Templat DNA =<

68 bilionu kopii

4 kopie 8 kopii 16 kopii 32 kopii :
{Andy Vierstracie 199%9)

Obr. 4. Exponencidalni narust kopii DNA (VIERSTRAETE, 1999)

Produktem PCR reakce jsou useky DNA, tzv. amplikony, o definované délce (10 — 10° bp).
Ptitomnost amplikonu v reakéni smési se stanovuje podle jejich velikosti elektroforézou
V polyakrylamidovém nebo agar6zovém gelu. MoZznym stanovenim je kvantitativni méteni
mnozstvi produktu v realném c¢ase tzv. PCR s detekci v redlném case (Real-Time PCR).

(SMARDA, 2005)

V dalSich kapitolach jsou uvedeny modifikace PCR, které byly pouzity v této praci.

3.2.1 ,,TouchDown*“ PCR

Metody ,,TouchDown* PCR se vyuziva v ptipadé, kdy primery maji odli§né teploty tani
(Tm). Tudiz nalezeni spravné annealingové teploty (T,) pfedstavuje problém. Pfi nespravné
annealingové teploté miZze dochazet ke vzniku nespecifickych amplikonti. Pro optimalizaci
annealingové teploty, zvyseni specifi¢nosti a odstranéni vzniku nespecifickych amplikona
se vyuziva ,,TouchDown* PCR. Diky této modifikaci primery nasedaji v prvnich cyklech
jen na templaty, které obsahuji cilovy amplikon (tedy s nejvétsi komplementaritou).
Vytvoii se pouze specificky produkt a zabranuje vzniku jakykoliv nespecifickych
produkti. Pti,,TouchDown* PCR se anealingova teplota, neboli teplota pii které dochazi

Kk nasednuti primerti na ssDNA, voli o néco vyssi nez ta, ktera byla vypocétena pomoci
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vzorce (1). Zvolena anealingova teplota se poté s kazdym cyklem snizuje o 0,5 °C az 1 °C.
Napt. zvolena teplota anealingu je 65 °C, v kazdém dal$im cyklu se teplota snizi o 1 °C,
tudiz po 10 cyklech bude 55 °C. Po TouchDown PCR nasleduje obycejna PCR reakce:
20 — 25 cykli pii teploté anealingu 55 °C. (DON et al, 1991; ROUX, 1995;
WUNDERLICHOVA et al., 2013)

3.2.2 ,Nested*“ PCR

,Nested” PCR se vyuziva k amplifikaci velmi malého mnozstvi DNA. Také se pouziva ke
snizeni mnozstvi nezadoucich produkti. Je zaloZena na dvoustupnové PCR reakci, kdy pii
kazdém cyklu jsou pouzivany jiné dvojice primerti. Béhem prvniho stupné dochazi
k amplifikaci vybraného del§iho useku DNA. Pti druhém stupni je templatem produkt z
ptedchazejiciho prvniho stupné PCR — amplifikuje se vnitini sekvence (Obr. 5). Ve
druhém stupni PCR reakce by se meély amplifikovat pouze pozadované produkty.

(KOCAREK, 2007; YOURNO, 1992)

Oblast genu 165 RNA
Bakteriilni DNA

Oblast primeru
FD1 aRDI

L1 e Produlit 1. stupen PCR reakce

L

Oblast primeru
GCMIfasS18r

Produkt 2. stupeii PCR reakce

Obr. 5. Nested PCR pro amplifikaci bakterialni DNA
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3.3 Elektroforéza

Elektroforéza patifi mezi nejpouzivanéjsi separacni techniky pii izolaci a analyze
nukleovych kyselin. Principem je pohyb nabitych molekul nukleovych kyselin
Vv elektrickém poli — elektroforetickd separace. Nukleové kyseliny se v elektrickém poli
pohybuji k anod¢ (opacné nabitd elektroda), kde hlavnim nositelem naboje nukleovych

kyselin jsou fosfatové skupiny (negativné nabité). (SMARDA, 2005)

3.3.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza se provadi na vhodném nosi¢i, kterym je obvykle gel. Mezi nejcastéji
pouzivané elektroforetické gely pro separaci nukleovych kyselin patifi agar6zové nebo
polyakrylamidové gely. Gely vytvateji slozitou sitovou strukturu polymernich molekul
S pory, jejichz velikost Ize ovlivnit koncentraci polymeru a slozenim roztoku. Agar6zové
gely jsou pouzivany pro separaci molekul nukleovych kyselin o velikosti
cca 100 bp — 50 kb, naproti tomu polyakrylamidové gely se pouZivaji pro separaci mensich
molekul cca 10 — 1000 bp. Gelovou elektroforézu rozliSujeme na horizontalni a vertikalni

(dle polohy gelu na aparatuie) a na kapilarni (gel je uvnitt kapilary).

Elektroforetickad pohyblivost, kterd je nepifimo umérnd logaritmu velikosti nukleovych
kyselin, udava rychlost pohybu molekul DNA v gelu. Velikost molekuly DNA nebo jejiho
fragmentu o neznamé velikosti, I1ze stanovit podle elektroforetické pohyblivosti molekul
nebo fragmentti DNA o znamé velkosti (hmotnostni standard — marker). Standard vétSinou
byva restrikéni fragment genomu bakteriofagh nebo plazmidovych molekul (pfesna

velikost je stanovena sekvenovanim).

Molekuly DNA se na gelu snadno zviditelni obarvenim vhodnym barvivem, diky kterému
lze identifikovat polohy separovanych molekul. Etidiumbromid patii mezi nejcastéji
pouzivané barvivo. Vmezefuje se mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvari s nimi
komplex, ktery po ozateni UV svétlem fluoreskuje. Na gelu jsou molekuly DNA viditelné
jako prouzky (bandy) a koncentrace DNA je umérna jejich intenzité. Déle k barveni miize
byt pouZzita skupina fluorescencnich cyaninovych barviv (SYBR). Pfi detekci molekul

DNA na polyakrylamidovych gelech se vyuziva napf. barveni stiibrem. (SMARDA, 2005)
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3.4 Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu (TGGE)

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu je metodou, ktera amplifikované fragmenty
DNA separuje na zaklad¢ rozdilné sekvence, ale s identickou ¢i podobnou délkou fetézce.
Separace je provadéna za presné stanovenc¢ho teplotniho gradientu, ktery zde pusobi jako
denatura¢ni faktor. Separace je provadéna v polyakrylamidovém gelu, kde se b&¢hem
elektroforézy DNA pohybuje v elektrickém poli a diky zvysujici se teploté se zacina
denaturovat. Pti zahtivani fragmentti DNA na teplotu denaturace (T, — melting teparature
(teplota tani)) se zpomaluje jejich pohyb v gelu a z pivodni dvoufetézcové molekuly se

stava struktura Castecné jednoietézcova (tzv. vidlice), tento jev je zobrazen na obrazku

(Obr. 6).

O00000000000
TmmmmT 0 dsDNA

]IIIE:::: castetna ss DNA

ss DNA

Obr. 6. Zmeéna konformace behem TGGE
(TGGEMAXISystem)

Pii teplot€¢ denaturace Ty denaturuje 50 % dvouvldknovych fetézch a 50 %
jednovldknovych fetézcl. Teplota denaturace zdvisi na potfadi a zastoupeni jednotlivych
nukleotidii v DNA, tedy i na po¢tu vodikovych miistkéi mezi pary nukleotidd. Retézce jsou
diky vétsimu poctu vodikovych mustkll mezi GC pary stabilngjsi, a tudiz doputuji v gelu
dale. Retdzce v mistech bohatych na AT pary se naopak od sebe budou Iépe oddélovat.
Proto jeden z pouzitych primeru, pii amplifikaci 16S rRNA genti z DNA, obsahuje vétsi
mnozstvi GC nukleotidii (30-50 nukleotidit). GC svorka brani Uplné disociaci fragmentt

DNA, ato i pfi vysoké koncentraci denaturacnich ¢inidel a za vysoké denaturaéni teploty.
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Mezi dalsi faktory, které ovliviiuji TGGE patfi:

e Koncentrace soli a denaturacnich ¢inidel (mocoviny a formamidu), které silné
ovliviiyji teplotu, pii které dochéazi k denaturaci DNA. Mocovina je pouzita pro
separaci nukleovych kyselin v koncentraci 7 — 8 mol/l a formamid v koncentraci
vys$si nez 20 %.

e Mezi nejcastéji pouzivané pufry patii: TAE (Tris-acetat-EDTA pufr), TBE (Tris-
borat-EDTA pufr) a MOPS (3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina). Zminéné

pufry je mozné pouzit opakované (az 8x), bez snizeni pufracni kapacity.

Pted analyzou je tfeba urcit denaturacni teplotu pro jednotlivé fragmenty DNA a dobu
trvani elektroforézy, aby bylo dosazeno co nejlepsiho rozliSeni fragmentd. Pro fragmenty
obsahujici od 50 do 300 nukleotidi v nukleové sekvenci je dulezité spravné nastaveni
teplotniho gradientu (jednotlivé pary bazi mohou mit identickou denaturacni teplotu).
Pokud fragmenty dosahnou teploty denaturace, dojde k zastaveni pohybu vSech molekul a
k zastaveni pievodu dsDNA do ¢astecné rozpletené struktury. Fragmenty DNA s odlisnymi
sekvencemi se zastavi v gelu na raznych pozicich. Pozice jsou ureny rtiznou teplotou
denaturace. S rostouci teplotou se postupné jednotlivé fragmenty denaturuji, a to diky
sekvencnim rozdilim v oblastech denaturace. (ANSORGE a PATRINOS, 2010;
HERSCHLAG, 2009; MUY ZER, 1998; TGGEMAXISystem; WARTELL et al., 1998)

Pti paralelni TGGE stoupa mnoZstvi denaturacnich ¢inidel a teplota ve sméru od horni do
spodni ¢asti (rovnobézné ve sméru elektroforézy). Teplota je nizkd v horni ¢asti a naopak
vysokd ve spodni ¢asti pfistroje. Pii paralelni elektroforéze je mozno analyzovat vice
vzorkll na stejném polyakrylamidovém gelu. Vysledkem TGGE je gel s bandy, kde pocet
pruhli znaci poc¢et dominantnich mikroorganismi ve vzorku (Obr. 7.). (HERSCHLAG,
2009; MUY ZER, 1998; TGGEMAXISystem)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

[]

14

[]
L]

I

\J

Obr. 7. Vysledny gel sbandy u paralelni TGGE
(TGGEMAXISystem)

Mezi hlavni vyhody patii pozorovani dominantnich druhli ve vzorku a moznost sledovani
prostorovych a casovych zmén ve slozeni mikrobialniho spolecenstva. Pro TGGE analyzu
muze byt pouzita DNA izolovana z jakéhokoliv prostfedi, ne pouze z izolovanych kultur,
které byly pied vlastnim stanovenim kultivovany. Dale mohou byt pomoci TGGE analyzy
identifikovany mikroorganismy, které jsou nekultivovatelné. Mimo jiné¢ fragmenty DNA
ziskané pomoci TGGE mohou byt z gelu vyfiznuty a pouzity pro jiné analyzy (sekvenace).

(TGGEMAXISystem)
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4 SLEDOVANE DOMENY MIKROORGANISMU V PUDE

Mezi mikroorganismy, které je mozno pozorovat vV pidach patii: bakterie, archaebakterie,

aktynomycéty, houby a prvoci. (SUTHERSAN, 1997; ZHONGYUN MA, 1999)

V dalsich kapitolach jsou stru¢né popsany vlastnosti sledovanych domén mikroorganismti.

4.1 Doména Bacteria

Bakterie jsou nejpocetnéjsi skupinou z vyse jmenovanych druhit mikroorganisma, které se

vyskytuji v ptidach. (SUTHERSAN, 1997)

Doména Bacteria je rozdélena na heterotrofni a autotrofni bakterie. Autotrofni bakterie
vyuzivaji anorganické materialy jako zdroj zivin a oxid uhli¢ity jako jediny zdroj uhliku
pro svij rist a preZiti. Dale se rozdé€luji na fotoautotrofni (vyuZzivaji energii ze slune¢niho
zéteni) a chemoautotrofni (energii ziskavaji z oxidace anorganickych material).
Heterotrofni bakterie mohou vyuzivat jednu nebo vice organickych sloucenin jako zdroj
uhliku pro sviij rist a preziti. Heterotrofni bakterie patfi mezi nejdalezitéjsi
mikroorganismy, které se vyuzivaji, diky jejich schopnosti transformovat organické
slouCeniny, pii bioremediacich a tim zvysuji jejich G¢innost. Patii mezi dominantni druh
v ptdni mikroflote. Dale se bakterie déli do dvou skupin: grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Grampozitivni bakteric obsahuji peptidoglykan v bunééné sténé, tudiz se po
buné¢nou sténu, kterou obklopuje membrana tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu a pti

Gramové barveni se barvi do rtizové barvy. V pltdach se vyskytuje témét 100 druha

bakterii, které se daji zafadit mezi 30 rodd a které mohou oxidovat uhlovodiky.

(SUTHERSAN, 1997; ZHONGYUN MA, 1999)
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4.2 Doména Archaea

Zastupci domény Archaea se fadi mezi druhy mikroorganismu, které prezivaji v
nejextrémnéjsich podminkach na Zemi. Archaea se déli na tii hlavni skupiny: termofilni,

methanogenni a halofilni.

Termofilni Archaea jsou schopny piezit pii vysokych teplotach (i nad 100 °C) a v horkych

pramenech, mezi nejznamé;jsi zastupce patii Sulfolobus.

Methanogenni Archaea se vyskytuji v sedimentech, na dné¢ mofi nebo Vv travicim traktu

zvifat. Produkuji methan a kyslik je pro n¢ toxicky. Piikladem je napt. Methanococcus.

Posledni skupinou jsou halofilové, ktefi ziji v extrémné slaném prostiedi, jenz by bylo pro
jiné druhy mikroorganismi bylo smrtici. Vyskytuji se v Mrtvém moii nebo ve Velkém
slaném jezeru. Reprezentantem této skupiny je napi. Natronobacterium. (HOWLAND,
2000)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

5 ROPA - ROPNE UHLOVODIKY

Ropa se ziskava z podzemnich nalezist. Jedna se o olejovitou hotlavou kapalinu o hustoté
800 — 990 kg/m®, kterd je sloZitou smési riznych organickych materiali a sloucenin
(plynnych, kapalnych i tuhych). Tyto organické slouceniny a materidly se vytvaiely po

dlouhou dobu chemickymi pfeménami v zavislosti na geologickych podminkéch.

Pfevazna cast ropy je tvorena uhlovodiky (84 — 87 % hm. uhliku), dale se v ni nachéazi
dusikaté (0,01 — 1,0 % hm. dusiku — napt. alkylakridiny a derivaty pyridinu ), kyslikaté
(0,05 — 1,0 % hm. kysliku — napf. naftenové kyseliny, alkoholy, ethery, mastné kyseliny),
sirné (0,1 — 4 % hm.siry — napf. elementarni sira, sulfan, thioly) a vodikové (11 — 14 % hm.
vodiku) slouceniny a v minoritnim mnoZstvi anorganické a organické soli, které obsahuji

kovy (napf. vanad, nikl, sodik, hot¢ik atd.).

Uhlovodiky tvofi znanou c¢ast lehkych frakci ropy, obsahujici pouze mala mnoZstvi

heteroatomti. Uhlovodikova Cast ropnych frakci je tvofena:

e Alkeny — jsou nenasycené uhlovodiky (CnHay), které jsou rozvétvené i nerozvétvené
a maji jednu nebo vice dvojnych vazeb.

e Alkany — jsou acyklické nasycené uhlovodiky (ChH2n+2) S rozvétvenym (isoalkany)
¢i s nerozvétvenym (n — alkany) fetézcem.

e Cykloalkany — jsou cyklické uhlovodiky, které obsahuji jeden nebo vice kruha
(mono- CnHap, di- ChHan-, tri- ChHan4 adt.).

e Aromaty — maji jeden nebo vice aromatickych kruht. Existuji i kombinace
cykloalkanickych a aromatickych kruht tzv. cykloalkanoaromaty. (BLAZEK a
RABL, 2006)

Ropné uhlovodiky jsou smési uhlovodikli, které se ziskdvaji z ropy. Mezi ropné
uhlovodiky se fadi alifatické a aromatické uhlovodiky. Nejéast&jsimi kontaminanty

zivotniho prostiedi, fadici se do této skupiny, jsou ropa, benzin, nafta a topné oleje.

Ropné uhlovodiky obsahuji 6 az 25 uhlikt, pficemz vétSina obsahuje od Cio po Cis. Benzin
je lehka frakce z rozmezi Cg aZ Cyo, S bodem varu mezi 23 °C az 204 °C. Nafta je stiedné
tézka frakce, destilat (Cs az Cy2) Z ropy, s bodem varu mezi 202 °C az 320 °C. Topné oleje
a mazadla se fadi mezi téZ§i frakce zropnych uhlovodikli a maji podobné sloZeni

a vlastnosti jako stfedni destilaty (nafta).
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Vsechny zminéné frakce ropy maji podobné chemické a fyzikdlni vlastnosti. Ropné
uhlovodiky jsou visk6zni, nerozpustné ve vod¢ a relativné imobilni v ptidach. Pfi sanacich
pud se sleduji tyto fyzikalni vlastnosti: nestalost, rozpustnost ve vodé, mérna hmotnost a

kineticka viskozita. (ZHONGYUN MA, 1999)

5.1 Mikroorganismy zodpovédné za biodegradaci ropnych uhlovodiki

Mezi potvrzené degradéry, ktefi se podili na mineralizaci ropnych uhlovodiki, patii rody:
Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium, Moraxella, Aeromonas, Acinetobacter a Vibrio. (ATLAS, 1981; BANAT
et al., 2000; LEAHY a COLWELL, 1990)

V ramci studie Ismaila Saadouna (2002) byli izolovani potencidlni degradéti ropnych
uhlovodikil z piid zne€isténych ropnou havarii. Ze ziskanych vzorki byly bakterialni druhy
kultivovany na agarovych plotnach. Ziskané kultury byly pro ptesnéjsi identifikaci
podrobeny raznym zkouskam (morfologicka charakteristika, barva, velikost a tvar kolonie,
jedna o druhy Pseudomonas putida, Pseudomonas mallei, Pseudomonas maltophilia,
Acinetobacter lowfii, Enterobacter cloacae a Rhodococcus erythopolis. Pti laboratornich
testech, bylo testovano, zda vySe zminéné kmeny jsou schopny rozkladat ropné
uhlovodiky. Byly zjistény pozitivni vysledky u vSech zminénych druhii kromé

Pseudomonas maltophilia a Acinetobacter lowfii. (SAADOUN, 2002)

V praci MacNaughton a kol. (1999) byla sledovana zména mikrobialniho zastoupeni
Vv pribéhu utilizace ropné skvrny (motorové nafty) za riznych podminek. Bylo sledovano
pozadi bez ptitomnosti motorové nafty, poté prostredi s pfitomnosti pouze motorové nafty.
Dalsi sledované prosttedi bylo s pfitomnosti motorové nafty a nutrientti a poslednim bylo
prostiedi s motorovou naftou a inokulem. Mikrobialni zastoupeni bylo sledovano ve tiech
casovych intervalech (na pocatku experimentu, v 8. tydnu a ve 14. tydnu) pomoci gelové
elektroforézy v gradientu denaturacnich ¢inidel (DGGE). Amplifikované useky pomoci
PCR reakce, byly sledoviany na gradientovém gelu (gradient 15-55%). Vysledné
gradientové gely jsou uvedeny na obrazcich (Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10). VSechny oznacené

bandy byly vytiznuty, reamplifikovany, klonovany a sekvenovany.
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Obr. 8. Gradientovy denaturacni gel v ¢ase 0 (MACNAUGHTON et al., 1999)

V Casu nula (4 dny po pfidani motorového oleje) byly na denaturatnim gelu sledovany
bandy Dwl — Dw7 (Obr. 8). Nebyly sledovany zadné zjevné rozdily v zastoupeni
spolecenstvi mikroorganismt v riznych podminkach. Bandy Dw2, Dw3, Dw4, Dw5 a
Dwo6 byly uréeny jako spoleCenstvi grampozitivnich mikroorganismti z rodu Planococcus.
Gram negativni mikroorganismy byly zastoupeny tfemi bandy (Dw?7), které¢ mohou byt
vramci kmene Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides nebo mohou tzce souviset s rody

Psychrobacter a Moraxella v ramci gamapodskupiny proteobakterii (Dw1 a Dw4).

B Motorova nafta Motorova nafta
- -

Dwl Pozadi Motorova nafta

Nutrienty Inokulum
.N* Bt : e

Obr. 9. Gradientovy denaturacni gel v ¢ase 8 tydnii (MACNAUGHTON et al., 1999)
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Po osmi tydnech od zapoceti experimentu bylo mozno na gelu (Obr. 9) sledovat
mikrobialni oZiveni v prostiedi s pfidavkem motorové nafty, nutrienti a inokula. VSechny
bandy, pozorovatelné v ¢ase nula, byly i nyni pozorovatelné, ale byly Iépe viditelné, tudiz

se ve vzorku nachazely ve vétsi koncentraci.

Mot. nafta Mot. nafta
Motorova

(S Pozadi I nafta

+ +
I Nutrienty I Inokulum

Dwd

Obr. 10. Gradientovy denaturacni gel v case 14 tydniit (MACNAUGHTON et al., 1999)

Po 14 tydnech byl zhotoven posledni denaturac¢ni gel (Obr. 10). V prostiedi s aplikaci
motorové nafty a spfidavkem nutrientd a inokula, bylo mozné pozorovat mnoho
dominantnich mikroorganismi ve srovnani s pozadim (bez aplikace motorové nafty). Dva
bandy (Dw8 a Dw9) byly viditelné pouze v prostiedi s aplikaci motorové nafty
s piidavkem nutrientti a inokula. (Kurzivou jsou oznaceny bandy, které byly pozorovatelné
geli byly v pozadi a v prostfedi ptidavkem motorové nafty, nutrientti a inokula (Dwll,
Dw12, Dw13, Dw22). Dwll a Dwl2 (pozorovatelné v pozadi i v prostiedi s motorovou
naftou) jsou ve vztahu k grampozitivnim rodim Exiguabacterium, Planococcus. Dw13 a
Dw22 jsou c¢leny Bacteroides-Flexibacter-Cytophagales. Dw15 patii ke gramnegativnim
druhim v ramci kmene Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides. Po sekvenaci Dw19 nebylo
stanoveno bakterialni zafazeni. DalSich 5 novych bandu bylo pozorovano pouze v prostiedi
s aplikaci motorové nafty a byly zatazeny do podskupiny proteobakterii (gramnegativnich)
a to - Dwl4, Dwl5, Dwl7, Dw20 a Dw2l1. Byl také pozorovan band Dw10, ktery
po sekvenovani byl zafazen do rodu Sphingomonas (podskupina proteobakterii) a
pozorovan byl pouze v prostredi s aplikaci motorové nafty. (MACNAUGHTON et al.,
1999)
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V praci Diaze-Ramiréze a kol (2007) byli sledovani degradéti, bakterie, izolované z pudy
znecisténé ropnymi latkami. V rdmci prace byla sledovana biodegradace alifatickych,
aromaticky-polarnich a celkovych ropnych uhlovodikti. Izolovani degradaii byli dale
vyuziti pro navrhnuti tfi definovanych smisenych kultur pro degradaci ropnych frakci.

Pficemz skupina DMC-A obsahovala 10 bakterialnich kmeni: Bacillus cereus (Bc 1A),
Pseudomonas sp. (Ps 2AP), Gordonia rubripertincta (Gr 3A), Kocuria rosea (Kr 4A),
Arthrobacter oxydans (Ao 5A), Bacillus subtilis (Bs 7A), B. subtilis (Bs 9A), Micrococcus
luteus (Ml 12A) a neidentifikovatelné kmeny (UAM 10AP and UAM 11A). Na obrazku
(Obr. 11) je gel s vyznacenymi bandy mikroorganismu, kde: Ty je znazornéni v pocatku
pokusu (po aplikaci mikroorganismil), na A¢ jsou znazornény dominantni mikroorganismy
pii rozkladu alifatickych uhlovodiki v 16. dnu, AP; =znazorfiuje dominantni
mikroorganismy pii degradaci aromatickych-polarnich uhlovodikti v 45. dnu a na THs jsou
znazornény bandy dominantnich mikroorganismi pti rozkladu celkovych uhlovodikt v 16.

dnu.
T, A, AP, TH,

Obr. 11. Denaturacni gradientovy Qel

Ps 2AP —»

Bc 1A —»

UAM 10AP /_> .

UAM 11A

S oznacenymi bandy skupiny DMC-A
(DIAZ-RAMIREZ et al., 2008 )
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Skupina DMC-B byla tvofena 6 bakterialnimi kmeny Bacillus cereus (Bc 1A),
Pseudomonas sp. (Ps 2AP), Gordonia rubripertincta (Gr 3A), Bacillus subtilis (Bs 7A), B.
subtilis (Bs 9A) a neidentifikovatelny kmen (UAM 10AP). Posledni skupina DMC-C byla
slozena ze tfi bakterialnich kmenti: Pseudomonas sp. (Ps 2AP), Gordonia rubripertincta
(Gr 3A) a neidentifikovatelny kmen (UAM 10AP).

Biodegradace alifatickych (10 000 mg/l) a aromatickych-polarnich (5000 mg/1) frakci byla
hodnocena na DMC-B. Biodegradace celkovych uhlovodikii (10 000 mg/l) a jeho frakci
byla hodnocena DMC-B a DMC-C. Bandy dominantnich mikroorganismt ze skupiny
DMC-B béhem biodegradace alifatickych a aromatickych-polarnich uhlovodikti jsou
znazornény na gelu (Obr. 12). Kde bylo mozno pozorovat zmény v mikrobialnim
spolecenstvu v ¢asovém rozptylu 0 - 38 dni u aromaticko-polarnich uhlovodiki a 0 - 18 dni

u alifatickych uhlovodikd.

-~ N . b Aromaticko - polarni
Ahfatlcke‘: uhlovodiky uhlovodiky
TO T4 T9 TIJ TI!! To Te Tu Tzs Tss

& 4 +«——Ps 2AP— o
' n' «—Bc 1A — . . .
! ]

«——BsTA—

~—
=
+«—— Bs 9A —» ~—

- +«—— (Gr3A— “
LR Y PENTVIEN § e

Obr. 12. Bandy na DGGE gelu ze skupiny DCM-B, cilovy region V6-V8 z 16S rDNA
(DIAZ-RAMIREZ et al., 2008 )



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Prabéh biologického rozkladu byl hodnocen spottebou O a produkci CO; a populacni

dynamika dominantnich kment pomoci metod PCR a DGGE.

Alifatické frakce byly zcela odbouratelné. Aromatické-polarni frakce byly degradovatelné
z 12,5 % a celkové uhlovodiky ze 40,5 %. Skupina DMC-B byla schopna degradovat
aromatické frakce (31%) a polarni frakce (19,6 %) piitomné v uhlovodicich. Skupina
DMC-C degradovala aromatické (5,6 %) a polarni frakce (2 %) ptitomné v uhlovodicich.
Snizeni poctu mikroorganismi v piipadé skupiny DMC-C nepiineslo vyrazné zlepSeni

biodegradovatelnosti.

Pomoci DGGE metody bylo zjisténo, ze Pseudomonas sp., Gordonia rubripertincta a
neidentifikovatelné kmeny byly pravdépodobné zodpovédné za biodegradaci celkovych
uhlovodikti. Obecné lze tici, Ze nejvice aktivni kmeny v biodegradaci ropnych uhlovodikt
patii do rodt Pseudomonas sp. (Ps 2AP), Gordonia rubripertincta (Gr 3A), Bacillus
cereus (Bc 1A) a neidentifikovatelny kmen (UAM 10AP). Tyto rody byly urceny jako
degradéfi ropnych uhlovodikt i v jinych védeckych studiich. Kmeny Pseudomonas patfi
mezi nejéastéji izolované mikroorganismy v mistech znec€isténych ropnymi uhlovodiky.

(DIAZ-RAMIREZ et al., 2008 )

Cilem studie Evans a kol. (2004) bylo analyzovat vliv kontaminace (ropnymi uhlovodiky)
a vliv biostimulanti (zvyseni pH pudy, piidavek dusiku, fosforu a siry) na rozmanitost
bakterialni populace v kyselé pudé (Cambisol) v Atlantickych lesich. Piida byla odebrana z
hloubky 0 — 20 cm. Odebrana pida byla rozdélena na dvé poloviny. K poloviné odebrané
pudy byly pfidany nutrienty C : N : P v poméru 100 : 10 : 1 a pH pidy bylo ptidavkem
CaCOg3 upraveno na 7 = 0,2. Druhéd polovina byla bez pfidavku nutrientli a Gpravy pH.
Z kazdé poloviny byla odebrana dalsi polovina a do ni byla aplikovana lehka ropa. V takto
ziskanych 4 vzorcich bylo sledovano bakteridlni zastoupeni v riznych ¢asech: 15, 30, 90,
180, 270 a 360 dni od zacatku pokusu. V prubéhu pokusu byly odebirany vzorky (v danych
casovych intervalech). Po izolaci DNA, PCR reakci bylo provedeno DGGE (6%
akrylamidovy gel s denatura¢nim gradientem 45-65 %). Bylo sledovano vyznamné snizeni
V poctu populaci v ptidach s aplikaci biostimulantli ve srovnani s kontrolnimi vzorky a to
Jiz 15 dnil po pfidani zivin. Vysledky ukazuji, Ze ptidavek anorganickych latek do pidy, ve
spojeni s ropnym zne€iSténim, ma vétsi vliv na bakteridlni osidleni. Po sekvenaci

vytiznutych bandl z akrylamidového gelu bylo zjisténo, ze ziskané sekvence jsou blizké
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rodu Bacillus a Planococcus. Rody Bacillus byly jiz dfive izolovany napf. z ropné nadrze
v Brazilii a rod Planococcus byl také charakterizovan jako bakterie, ktera je schopna
degradovat ropné uhlovodiky. (EVANS et al., 2004)

Ve studii Labbé a kol. (2006) bylo sledovano zastoupeni mikrobialnich spolecenstev v péti
nedotcenych (nekontaminovanych) pidach a v deviti piadach kontaminovanych ropnymi
uhlovodiky. Kontaminované pudy pochazely z alpskych mist nachazejicich se v Tyrolsku
(Rakousko) a pudy byly pfedev§im kontaminovany motorovou naftou. Nedotéené pudy
byly vybirany tak, aby horninovym slozenim co nejvice odpovidaly sledovanym
kontaminovanym lokalitam. V tabulce (Tab. 1) jsou uvedeny sledované lokality, celkova
koncentrace ropnych uhlovodiku (TPH - total petroleum hydrocarbons), pocet

heterotrofnich organismu a pocet degradér.

Tab. 1. Charakteristika sledovanych lokalit (LABBA et al., 2007)

[ , Pocet

Lokality* | TPH [mg/kg] | neterotromich | 4 . adéra TPH

mikroorganismii 6 1

(X 10° CRU g 1] | X 10° CFU g ]
P1 83 2 0,1
C6 3148 7 1
P2 41 2 05
c8 8385 127 11
P4 87 13 4
c5 2085 54 2
P6 89 31 18
c7 3317 268 99
P8 29 29 5
Co 13903 15 11
c1 428 3 2
c11 20447 10 2
Ca 1052 67 47
Cc12 30644 62 40

* P —nedotcené lokality, C — kontaminované lokality

Kontaminované pudy se srovnavaly s nedot¢enymi: C6/P1, C8/P2, C5/P4, C7/P6, C9/PS.
Dale byly zkoumény jesté dalsi 4 lokality (C1, C11, C4 a C12). C1 a CI11 jsou stejné
lokality, ale s riznou koncentraci TPH. A lokality C4 a C12 byly z riznych mist o stejné

nadmoftské vysce, ale s jinou koncentraci TPH.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Pro klasifikaci mikrobidlnich spolecenstev bylo vyuzito PCR a DGGE. DGGE bylo

realizovano na 8% akrylamidovém gelu s denaturaénim gradientem 45 — 70 %.

Vysledny gel po DGGE je znazornén na obrazku (Obr. 13.), kde jsou také vyznaCeny

vyfezané bandy, které byly po upravé sekvenovany.

M ==l M M i
Pt C6 P2 C8 P4 C5 P6 C7 P8 C9 C4 C12 C11 CH

Obr. 13. Gradientovy denaturacni Qel s vyznacenymi bandy
dominantnich mikroorganismii (LABBA et al., 2007)

V tabulce (Tab. 2) je uvedeno procentualni zastoupeni tiid mikroorganismi vyskytujicich
se ve sledovanych lokalitach.

Tab. 2. TFidy mikroorganismii v jednotlivych pidach a jejich

procentudlni zastoupeni (LABBA et al., 2007)

Procentualni zastoupeni Procentudlni zastoupeni

Bakterialni tiida v nedotéené pidé v kontaminované pidé
Actinobacteria 18 20
Bacteroidetes 0 4
Alphaproteobacteria 46 24
Betaproteobacteria 0 8
Gammaprotecbacteria 0 24
Unclassified Proteobacterna 27 20

Unclassified Bacteria 9 0
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Po vyfezani bandl z akrylamidového gelu po DGGE, bylo sekvenaci urc¢eno o jaké druhy
mikroorganismit se jedna. V tabulce (Tab. 3.) jsou uvedeny lokality, kde se dané
mikroorganismy vyskytovaly, ¢islo bandu na fotce gelu (Obr. 13), procentudlni shoda
s danym mikroorganismem a jejich zafazeni do klasifikace. (LABBA et al., 2007)

Tab. 3. Klasifikace mikroorganismii (LABBA et al., 2007)

Lokalita DGGE band Shoda s sekvenci %p shoda Klasifikace
Nedotéend
P1 1 Uncultured bacterium clone P4-40 from inactive uranium mine 88 Unclassified Bactera
P1 2 Alphaproteabactenium 549 as Alphaprotecbactena
P1 12 Frankia sp. a1 Actinobactena
P2 4 Uncultured bacterium DG GE band | from brownfield site a1 Unclassified Proteobacteria
P2 37 Agmbacterium tumefadens a4 Alphaprotecbactena
P4 24 Sphingomanas sp. SIA181-1A1 aE Alphaprotecbactena
P4 39 Arthrobacter sp. R455 aE Actinobactena
PG 13 Betaproteobacterium HTC C304 ag Unclassified Proteobacteria
PG 25 Sphingomaonas sp. SRS2 a4 Alphaprotecbactena
P& 16 Hyphomicrobium aestuari az Alphaprotecbactena
P& 17 Thavera sp. P-4CE1 a1 Unclassified Proteobacteria
Kontaminovana
C1 34 Sphingopyxis flavimans st a6 Alphaprotecbactena
C1 35 Alphaprotecbacterium AP-22 9a5 Alphaprotecbactena
C1 36 Arthrobacter sp. SMCC G984 a1 Actinobactena
ca 26 Alcaligenes sp. R-21939 a4 Betaproteobactena
c4 27 Arthrobacter rhombi 100 Actinobactera
ca 28 Rhodococcus sp. LE1 ag Actinobactena
Ccs 40 Arthrobacter sp. CPAZ a7 Actinobactena
Ccs a1 Sinorhizobium sp. ASOS 88 Unclassified Proteobacteria
Cc6 3 Uncultured bacterium DG GE band h from brownfield site a1 Unclassified Proteobacteria
C& 11 Brevundimanas sp. a7 Alphaprotecbactena
C& 22 Sphingomanas sp. ZL5 88 Unclassified Proteobacteria
C& 23 Glacier bacterium F1150 Q9.8 Betaproteobactena
c7 14 Sphingomanas sp. KIN163 B89 Unclassified Proteobacteria
c7 42 Agquimaonas vorail strain GPT a3 Gammaprotecbacteria
C8 6 Rhodococcus sp. 5/14 ag Actinobactena
C8 38 Brevundimanas sp. as Alphaprotecbactena
c9 18 Agmbacterium tumefadens 90 Unclassified Proteohacteria
ca 19 Aguimonas vorail a3 Gammaprotecbacteria
ca 20 Lysobacter antibioticus a7 Gammaprotecbacteria
ca 21 Aguimonas vorail a3 Gammaprotecbacteria
c1 33 Xanthomanas saccharn a7 Gammaprotecbacteria
C12 29 Bacteroidetes bacterium Mo-0.2plat-K3 aE Bacteroidetes
C12 30 Sphingomaonas sp. ATCC 31853 a6 Alphaprotecbactena
C12 31 Marinospinfium minutulum a3 Gammaproteobactena

C12 32 Sphingobium sp. K40 o977 Alphaprotecbactena
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V nasledujici tabulce (Tab. 4) jsou shrnuty degrada¢ni mikroorganismy uvedeny v

zahrani¢nich studiich:

Tab. 4. Vysledky zahranicnich studii

Mikroorganismy zodpovédné za degradaci ropnych uhlovodikii
- ATLAS, 1981; BANAT et al., 2000; LEAHY and COLWELL,
Studie: 1990
Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, Enterobacter,
Rody: | Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Moraxella, Aeromonas,
Acinetobacter a Vibrio.
Studie: Ismail Saadoun (2002)
Metoda: Kultivace
B Pseudomonas putida, Pseudomonas mallei, Enterobacter cloacae a
y- Rhodococcus erythopolis
Studie: MacNaughton a kol. (1999)
Metoda: DGGE
Zastupce grampozitivnim roda Exiguabacterium, Planococcus,
gramnegativnim druhtim v ramci kmene Flexibacter-Cytophaga-
Rody: Bacteroides, proteobakterie (gramnegativni), zastupci rodu
Sphingomonas
Studie: Diaz-Ramiréz a kol (2007)
Metoda: DGGE
Pseudomonas sp., Gordonia rubripertincta , Bacillus cereus a
neidentifikovatelny kmen
Studie: Evans a kol. (2004)
Metoda: DGGE
Rody: Bacillus a Planococcus
Studie: Labbé a kol. (2006)
Metoda. DGGE
Rody: Alcaligenes, Rhodococcus, Sphingomona, atd. (viz Tab. 3)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

41

II. PRAKTICKA CAST
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6 CILDIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace méla nékolik cilt.

Prvnim cilem bylo vypracovat literarni reSersi na dané téma. Byla zpracovana fada studii
zabyvajicich se mikrobidlnim zastoupenim v pidach béhem biodegradace ropnych

uhlovodiku.

Druhym cilem bylo osvojit si a nasledné aplikovat molekularné biologické metody.
Jednalo se o metody: PCR (polymerazova fetézova reakce), elektroforéza v agar6zovém

gelu a TGGE (gelova elektroforéza v teplotnim gradientu).
V rédmci praktické Casti byly vyty€eny nasledujici cile:

e Optimalizovat metodu izolace DNA z realnych vzorkt pud.

e Zvladnout metodiku PCR (pfistroj FINNZYMES PIKO) a TGGE (pftistroj TGGE
Maxi System).

e Adaptovat a optimalizovat metodiku TGGE pro analyzu mikroorganismi domény
Archaea.

e Pomoci TGGE analyzovat bakteridlni spolecenstva v redlnych vzorcich.
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7 MATERIAL AMETODIKA

V prvni ¢asti této kapitoly jsou uvedeny pouzité piistroje, zatizeni a chemikalie. V dalsi
Casti je uvedena metodika pro jednotlivé metody, které byly v ramci této prace pouzivany.
7.1 Pouzité pristroje, zarizeni a chemikalie

Chemikalie:

Agarose SeaKem (LONZA)

APS (Amonium persulfat - SIGMA)

Bromfenolova modf (SERVA)

Dimethylsulfoxid (Fluka Biochemika)

DNA Marker: 200 — 1600 (AscoProt Biotech)

EDTA — (Ethylendiaminetetraacetic, acid disodium salt dihydrate 99+ % - SIGMA)
Ethidiumbromid (1:30 H,0) (SIGMA)

FastStast PCR Master (ROCHE)

Fenol (SIGMA)

Foramide > 99,5% (SIGMA)

GelStar® Nucleic Acid Gel Stain (LONZA)

Glycerol 99 % (SIGMA)

GoTag® Hot Start Green MasterMix (Promega)

Chloroform (Ing. Petr Lukes)

Kyselina octova 99,8% (Ing. Petr Lukes)

Lysosym (SERVA)

Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder (Biolabs. Inc. New England)

MgCl, 25mM Stock Solution (ROCHE)

Mocovina (Urea — Promega)

Octan sodny (Lachner)
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Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio)
Psoralen (7H-Furo[3,2-g]benzopyran-7-one — Fluka Biochemika)

e Zasobni roztok psoralenu 25x koncentrovany

e Pracovni roztok psoralenu 2,5x koncentrovany
SDS (Dodecylsulftsodny — SERVA)
TEMED (NNN'N" - tetraethylethylendiamin - SIGMA)
TRIS — (Tris(hydroxymethyl)aminomethane — SERVA)
Tris HCI (Trishydrochlorid - SERVA)
Trisborat (SIGMA)
Triton 0,01% (SIGMA)

Voda pro molekularné biologické metody (SIGMA)
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Primery (Eastport - Metabion):
Zasobni roztok primerti 100 pmol/ul
Pracovni roztok primerti 20 pmol/ul

Tab. 5. Prehled pouzitych primeru

Primer* Sekvence** Délka produktu
Archaea (OVREAS et al., 1997; YAGI et al., 2011)
PREA 46f YTA AGC CAT GCR AGT
PREA 1100r YGG GTCTCG CTCGTT RCC 1054
GC PARCH 340f CCC TAC GGG GYG CAS CAG
PARCH 340f CCC TAC GGG GYG CAS CAG 179
PARCH 519r TTA CCG CGG CKG CTG
Bacterie (MUY ZER et al., 1993; WEISBURG et al., 1991)
FD1 Weisburg AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 1529
RD1 Weisburg AAG GAG GTG ATC CAG CC
GC 341f CCT ACG GGA GGC AGC AG
341f Muyzer CCT ACG GGA GGC AGC AG 177
518r Muyzer ATT ACC GCG GCT GCT GG

*Primery, které v sekvenci obsahovaly GC svorku (CGC CCG CCG CGC GCG GCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG (TGGEMAXISystem)) je v nazvu uvedeno GC.

** V sekvencich jsou tzv. degenerované baze, kde kod udava vice variant nukleovych
kyselin: Y =Cnebo T, R=Anebo G, S =G nebo C, K= G nebo T (BIOINFORMATICS
ORGANIZATION, 2014)
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Pristroje a zarizeni:

Analytické vahy (DENVER INSTRUMENT — SI64A d=0,0001 g)
Autoklav (Varioklav® H+P — SN 98681104)

Centrifuga (HERMLE Z 100M)

Centrifuga minispin plus (Eppendorf)

Elekroforetické soustavy:

Elektricky vati¢ (ZANUSSI)

Chlazena centrifuga (Andreas Hettich Gmblt & Co. KG — ROTANA 460R)
Chlazena centrifuga (JOUAN SA — MR 23i)

Kulovy mlynek (Vortex — Retsch MM301)

Laboratorni sklo

Laminarni box (Major Science - Aura PCR BIOAIR MP-300N)

Lednice s mrazakem (BEKO CSA34020)

Michadlo s ohfevem (Heidolph MR Hei-Tec)

Mikropipety (Nichipet EX (NICHIRYOQ), Pipetman Neo (GILSON), Eppendorf Research)
Mikrovinna trouba (Electrolux)

Navazky (KERN KB d=0,01 g)

Nitrilové rukavice (Vasco)

e Owl B1A (objem 50 ml)
e SCIE-PLAS HU10 (objem 100 ml)

Sterilni Spicky

Sterilni $picky s filtrem (ExpellPlus)

Stopky

Termostat (Dry Block Heating Thermostat — Bio TDB-100 Biosan)
Termostat (Laboratorni pfistroje Praha — Biological thermostat BT 120 4307)

Thermocyklér (FINNZYMES PIKO)
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Transiluminator (SYNGENE, Model InGeniusLHR)

Vortex V-1 plus (Biosan)

7.1.1 Priprava roztoki

50x TAE pufr — (2 mol/l Tris baze, 0,05 mol/l Na;EDTA, 1mol/l CH;COOH) 24,23 g Tris
baze, 1,86 g Na;EDTA a 5,654 ml kyseliny octové bylo kvantitativné ptfevedeno do 100ml
odmérné banky, komponenty byly rozpustény (pH upraveno na 8,0 pomoci 10% roztoku
NaOH). Roztok byl doplnén na objem 100 ml, sterilizovan v autoklavu a skladovan pti

laboratorni teploté.
10x TAE pufr — 200 ml 50x TAE pufru bylo doplnéno na objem 1000 ml.

2x TAE pufr — 40 ml 50x TAE pufru bylo doplnéno na objem 1000 ml. Roztok byl az 8x

recyklovany a skladovan v temnu.
1x TAE pufr — 20 ml 50x TAE pufru bylo doplnéno na objem 1000 ml.
Thermal coupling roztok — bylo ptipraveno 100 ml 0,01% Triton. Skladovan v lednici.

NanaSeci pufr 6x — se skladal z 0,25% bromfenolové modii a 30% glycerolu. Skladovan

v lednici.

Pracovni roztok 2,5x psoralenu — pracovni roztok byl ptfipravovan ze zasobniho roztoku
psoralenu (25x koncentrovany) — 10 pl zdsobniho roztoku bylo smichano s 90 pl

dimethylsulfoxidu. Roztok byl skladovan pfi teploté — 20 °C.
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7.2 Charakteristika vzorkua

Vzorky horninového prostredi (jil a stérk) byly poskytnuty firmou EPS, s.r.o., ktera se
specializuje na vyzkum a vyvoj inovativnich technologii, piedev§im biotechnologii. Dale
se vénuje realizaci priazkumii znecisténi horninového prostfedi a na jejich sanaci, zejména

pomoci bioremediacnich technologii.

Vzorky pochazely z lokality kontaminované ropnymi latkami. Jedna se o lokalitu o plose
cca 3 600 m?, kde kontaminace vznikla v disledku nesetrného zachazeni s ropnymi latkami
pi1 jejich staceni. Ropné latky se vyskytovaly v sorbované formé na matrici zeminy,
rozpusSténé form€ a 1 ve formé filmu na hladin€ podzemni vody. Na lokalité¢ byly
pouzivany ruzné sanacni technologie: sanacni Cerpani, promyvani horninového prostiedi
pred¢isténou vodou i roztokem povrchové aktivnich latek, air sparging, bioventing a
bioremediace. Diky nizké propustnosti nesaturované zony bylo vyuzito na casti
sanovaného tizemi In situ chemické oxidace (ISCO). (DOSTALKOVA and MIKES, 2013)

Na lokalitach byly pouzity tyto modifikace sanac¢nich technologii. In situ chemicka oxidace
s aplikaci modifikovaného Fentonova c¢inidla. In situ chemicka oxidace s aplikaci
persulfatu a elektrického proudu. Posledni metodou byla Bioremediace s aplikaci inokul a

nutrientdi (PO4>, NH4 ).

Podrobnéjsi informace o danych lokalitach, ¢i zpiisobu aplikace oxidacnich ¢inidel a

zpusobu upravy lokalit byly firemnim tajemstvim.

V tabulce (Tab. 6) byla uvedena stru¢na charakteristika vzorkt, datum a hloubka odbéru.
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Tab. 6. Charakteristika vzorki

Vzorek| Nazev Hloubka [m] Datum Charakteristika a vzhled

1 Pozadi - 1A 2,0-3,0 5.8.2013 | Kontrolni vzorek z lokality bez zasahu, obsahuje kontaminant - Sedo-hnédy plasticky jil.

2 Pozadi - 1B 3,0-35 12.9. 2013 | Kontrolni vzorek z lokality bez zasahu, obsahuje kontaminant - §térk.

3 BIO - 1A 0,5-20 12.9. 2013 | Cca 2 roky probihala aplikace inokula a nutrientd, minuly rok pouze aplikace nutrientd - $edo-hnédy plasticky jil.

4 BIO - 1B 3,0-35 12.9. 2013 | Cca 2 roky probihala aplikace inokula a nutrientli, minuly rok pouze aplikace nutrientd - §térk.

5 ISCO - 1A 1,0-20 12.9. 2013 | Lokalita pfipravena na aplikaci ISCO - Sedo-hnédy plasticky jil.

6 ISCO - 1B 3,0-4,0 12.9. 2013 | Lokalita pfipravena na aplikaci ISCO - stérk.

7 OA-E 20-30 18.12. 2013 Loka.hta' po aplikaci ISCO (persulfat + elektiina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano 2 tydny po posledni aplikaci - Sedo-hnédy
plasticky jil.

8 2B-E 3,0-45 18. 12. 2013 | Lokalita po aplikaci ISCO (persulfat + elektiina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano 2 tydny po posledni aplikaci - térk.

9 OA-E 20-30 2 12 2013 gokalltavpc’) apllk.am'I.S’CO (modifikované Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano 2 tydny po posledni aplikaci -
Sedo-hnédy plasticky jil.

10 2B-E 3.0-45 2 12 2013 ;glr(lz:hta po aplikaci ISCO (modifikované Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano 2 tydny po posledni aplikaci -

11 3A-E 20-30 26.2. 2014 Lolfalrlta po aplrlliam ISCO (persulfat + elektiina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 3 mésice po posledni aplikaci - Sedo-
hnédy plasticky jil.

12 3B-E 3,0-45 26. 2. 2014 | Lokalita po aplikaci ISCO (persulfat + elektiina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 3 mésice po posledni aplikaci - Stérk.

13 3A-F 20-30 26.2. 2014 Lokahtg po apllkatm’ISCO‘ (n}o.c’hﬁkovane Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 3,5 mésice po posledni
aplikaci - sedo-hnédy plasticky jil.

14 3B-F 3.0-45 26.2. 2014 ;Sﬁi;é?_p;éiﬁhkam ISCO (modifikované Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 3,5 mésice po posledni

15 AA -E 2.0-30 24 4 2014 Lolfalrlta po aplrll'(’am ISCO (persulfat + elekttina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 6 mésicu po posledni aplikaci - Sedo-
hnédy plasticky jil.

16 4B - E 3,0-45 24.4.2014 | Lokalita po aplikaci ISCO (persulfat + elektiina) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 6 mésict po posledni aplikaci - stérk.

17 AA-F 2.0-30 24 4 2014 Lol;ahtg po aphkavmr ISCQ (rqullﬁkovane Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 6 mésici po posledni
aplikaci - $edo-hnédy plasticky jil.

18 IB-E 3.0-45 24 4 2014 Lol;ahtg pvovaphkam ISCO (modifikované Fentonovo ¢inidlo) — 3 - 5 aplikaci, odebrano cca 6 mésici po posledni
aplikaci - stérk.

19 BIO - 2A 0,5-20 24.4.2014 | Pouze aplikace nutrientdl, po cca 6 mésicich - Sedo-hnédy plasticky jil.

20 BIO - 2B 3,0-35 24.4.2014 | Pouze aplikace nutrientd, po cca 6 mésicich - stérk.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

7.3 Monitorovani mikroorganismii pomoci molekuliarné biologickych

7.3.1

metod

Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena dvéma zptisoby. Pomoci: fenol - chloroformové extrakce a

pomoci komeréniho kitu (PowerSoil™ DNA Isolation Kit).

7.3.1.1 Izolace DNA pomoci komer¢niho kitu

Izolace DNA ze vzorka pud byla provedena pomoci PowerSoil™ DNA Isolation Kit

nasledovne:

1.

Do rozbijecich zkumavek bylo navazeno 0,25 g vzorku jilu nebo 0,75 g v piipadé
vzorku Stérku. Poté nasledovala homogeniza¢ni a rozkladnd procedura. Rozbijeci
zkumavky obsahovaly pufr, ktery chranil nukleové kyseliny pfed degradaci,
pomahal rozpustit piidni ¢astice a zacal rozkladat huminové kyseliny.

Déle bylo pfidano 60 pl pufru obsahujiciho aniontovy detergent (SDS) a dalsi
¢inidla, ktera byla nezbytna pro rozklad bunky. SDS rozbijel mastné kyseliny a
lipidy vazané na buné¢nou membranu.

Rozbijeci zkumavky byly umistény do vodorovné polohy do vortexu (Kulovy
mlynek). Vortexovani probihalo po dobu 10 minut pii rychlosti 30 1/s frekvence.
Tento krok byl kriticky pro celkovou homogenizaci a bunéény rozklad. Buiky byly
rozkladany ucinkem chemickych ¢inidel (zminénych vyse) a mechanickym
tfepanim. Diky nepravidelnému michani ¢astic dochazelo k naraZeni sklenénych
rozbijecich ¢astic do bunék mikroorganismi, coz vedlo k naruSeni a lyzi bunék.
Poté byla smés centrifugovana pii 14 000 RPM (otacek/min) po dobu 30 sekund.

V zavislosti na uCinnosti procesu bylo pieneseno mikropipetou do Cisté
mikrozkumavky (typu Eppendorf) 400 — 500 pl supernatantu.

Dale bylo pfidano 250 pl smési obsahujici slozky srdZejici anorganické latky,
proteiny a ilomky bungk, kyselinu huminovou a organicky material (kromé DNA).
Tyto latky je dalezité odstranit, protoZe snizuji ¢istotu DNA a inhibuji jeji nasledné
aplikace.

Smés byla po dobu 5 sekund vortexovana a inkubovana 5 minut pfi teploté 4 °C,

poté byla 1 minutu za laboratorni teploty centrifugovana pii 14 000 RPM.
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7.

10.

11.

12.

7.3.1.2

Krom¢ sedimentu bylo pieneseno maximalné 600 pl supernatantu do Cisté
mikrozkumavky. Pti odbéru bylo nutné se vyhnout srazenin¢ obsahujici nezadouci
latky. K supernatantu bylo ptidano 200 pl smési srazejici anorganické a organické
materialy (kromé DNA). Smés byla po dobu 5 sekund vortexovana a inkubovana 5
minut pti teploté 4 °C, poté byla 1 minutu za laboratorni teploty centrifugovana pti
14 000 RPM.

Do ¢isté zkumavky bylo pfeneseno maximalné 750 ul supernatantu a ptidano 1 200
ul koncentrovaného solného roztoku. Smés byla po dobu 5 sekund vortexovana.
Poté bylo 675 ul smési pifeneseno na kolonku, obsaZzenou v sadé, a centrifugovano
1 minutu pii 14 000 RPM. Prefiltrovand kapalina byla vylita. Tento krok byl
opakovan 3x. Pfi vysoké koncentraci soli se DNA selektivné navazala na
kfemi¢itou membranu kolonky a téméf vSechny kontaminujici latky byly
odstranény. Na membrané se zachytila pouze DNA.

Nasledn¢ bylo ptidano 500 pl promyvajiciho roztoku na bazi ethanolu, diky némuz
doslo k odstranéni zbytki soli a ostatnich necistot navdzanych na membrané. Smés
byla cetrifugovana po dobu 30 sekund pii 14 000 RPM a prefiltrovana kapalina
vylita.

Kolonka byla centrifugovana 1 minutu pfi 14 000 RPM a poté opatrné pienesena,
aby nedoslo k pottisnéni kolonky zbytkem kapaliny, do ¢isté mikrozkumavky. Na
membranu kolonky bylo naneseno 100 pl sterilniho eluaéniho pufru, (pfedehiatého
na 37 °C) a DNA se nechala 30 minut eluaovat pii laboratorni teploté.

Nakonec byla smés 30 sekund centrifugovana pii 14 000 RPM. Pomoci eluacniho
pufru byla DNA z membrany ptevedena do roztoku.

Izolace DNA pomoci fenol - chloroformové metody

[zolace DNA pomoci fenol — chloroformové metody probihala ve tfech krocich:

Lyze bunéek

1.

Bylo navazeno 0,25 g (2 g) vzorku. Vzorek byl resuspendovan v 1100 pl roztoku 1
(20 mmol/l (TrisHCI (pH 7,8) + 5 mmol/l EDTA (pH 8,0)) a poté bylo opét ptidano
1000 pl (10 ml) roztoku 1.

Po centrifugaci po dobu 3 minut pii 15 000 RPM byl slit supernatant.
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3. K sedimentu bylo pfidano 1000 pl (10 ml) roztoku 2 (10 mmol/l TrisHCI (pH 7,8)
+ 5 mmol/l EDTA (pH 8,0) + lysozym 0,3 mg/ml), vzorek byl resuspendovan a
inkubovan pti 37 °C po dobu 1 hodiny.

4. Dale bylo ptidano 25 pl (250 ul) 20 % SDS (dodecylsulfat sodny) a 10 pl (100 ul)
proteinazy K.

5. Vzorek byl inkubovan pti 55 °C do projasnéni cca 3 hodiny.

Odstranéni proteinu

1. Klyzatu byl pfidadn stejny objem piedestilované¢ho fenolu a kyvavym pohybem
pofadné promichavan po dobu 4 minut. Poté nasledovala centrifugace 1 minutu pii
10 000 RPM v chlazené centrifuze pii teploté 4 °C

2. Do cisté mikrozkumavky byla opatrné odebrana vodna faze obsahujici DNA.

3. Kni byl ptidan stejny objem smési fenol:chloroform (1:1) a kyvavym pohybem
potadné promichavan po dobu 4 minut.

4. Poté nasledovala centrifugace 1 minutu pii 10 000 RPM v chlazené centrifuze pii
teploté 4 °C.

5. Do ¢isté mikrozkumavky byla odebrana vodna faze s DNA. K ni bylo ptidano 300
ul (3 ml) smési chloroform:izoamylalkohol (24:1) a kyvavym pohybem
promichavano po dobu 4 minut.

6. Nasledovala opét centrifugace 1 minutu pii 10 000 RPM v chlazené centrifuze pii
teploté 4 °C.

7. Nakonec byla odebrana vodna faze s DNA do ¢isté mikrozkumavky.

Srazeni DNA etanolem

1.

K DNA ve vodné fazi byla ptidana 1/10 objemu 3 mol/l octanu sodného (do
kone¢né koncentrace 0,01 - 0,03 mol/l) a roztokem byl dikladné promichano.

Bylo ptidano 2,5 objemu ethanolu (96 %), roztok byl fadné promichan a inkubovan
pii teploté - 20 °C po dobu 30 minut.

Poté byl roztok centrifugovan 1 minutu pti 10 000 RPM pfi teploté 4 °C.

Byl odstranén supernatant a sediment byl ususen vtermostatu. DNA byla
rozpusténa v 50 pl TE pufru (10 mmol/l Tris-HCI (pH 8,0) + 1 mmol/l EDTA (pH
8,0)).
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Izolace DNA pomoci fenol — chloroformové metody byla provedena 2x — liSila se
navazkou vzorku. Bylo navdzeno 0,25 g a 2 g. Objemy roztokli pro navazku 2 g jsou

uvedeny v zavorkach.

7.3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Princip PCR reakce je popsan v teoretické casti diplomové prace. Pro amplifikaci domén
Bacteria a Archaea byly pievzaty primery ze zahrani¢nich studii (Tab. 5). V ramci
diplomové prace byla pouzita ,,Nested PCR metoda v kombinaci s ,,TouchDown* PCR.

Nejprve byla amplifikovana delsi ¢ast fetézce DNA a nasledné kratsi, ktera je specificte)si.

U domény Bacteria byly pro prvni stupeit PCR pouzity primery FD1, RD1 a pro druhy
stupen PCR primery GC 341f Muyzer a 518r Muyzer. (MUYZER et al., 1993;
WEISBURG et al., 1991)

U domény Archaea byly pro prvni stupenn PCR pouzity primery PREA 46f a PREA 1100R
a pro druhy stupet PCR primery GCPARCH 340f a PARCH 519r. (OVREAS et al., 1997;
YAGI et al., 2011)

Primery byly dodany v lyofylizované¢ formé. Pro ziskani pozadované koncentrace 100
pmol/ul byly doplnény uréenym objemem vody — dle vyrobce (Eastport - Metabion). Po
zahtati primert na 37 °C byly lyofylizované primery rozpustény a nafedény na pracovni

koncentraci 20 pmol/ul.

PCR programy pro jednotlivé domény jsou uvedeny nize. U denaturace byla teplota v
rozmezi 94 °- 95 °C, jelikoz byly pouzity rizné Mastermixy, které obsahovaly odlisné typy
polymeraz. Ze stejného duvodu byly v popisech programi i jiné doby denaturace. U
mastermixu GoTaq® Hot Start Green MasterMix byla teplota denaturace 94 °C po dobu 5
minut a u mastermixu FastStast PCR Master byla teplota denaturace 95 °C po dobu 10

minut.
Postup piipravy reakcéni smési pro PCR:

Reak¢ni smés obsahovala: mastermix (polymerazu — Roche nebo Promega), 2 primery,
sterilni vodu pro molekularni biologii a chlorid hofe¢naty nebo psoralen (2,5x
koncentrovany — ftedéno dimethylsulfoxidem), ktery slouzil k zamezeni kontaminace
vzorkl. Pro 1. stupent PCR reakce byla pfipravovéana reakéni smés o objemu 20 pul a pro 2.

stupenn PCR reakce byla pfipravovana reakéni smés o objemu 25 ul. Pro 2. stupenn PCR
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reakce bylo pfi pouziti mastermixu GoTaq® Hot Start Green MasterMix pfipravovan

reak¢ni objem 30 pl. Pfesné sloZeni reakénich smési je uvedeno v tabulce (Tab. 7):

Tab. 7. Slozeni reakcni smési pro PCR

1. stupeni PCR reakce
Koncentrace : .| Koncentrace
pracovniho roztoku Objem v reakel Vv reakci
Mastermix (ROCHE, Promega) 2X 10 pl 1x
Sterilni voda 6,75 ul
MgCl, 25 mmol/I 0,25 pul 0,3 mmol/Il
Forward primer 20 pmol/ul 1l 1 pmol/1
Reverse primer 20 pmol/ul 1l 1 pmol/1
DNA 1ul
Finalni objem: 20 pl
2. stupeii PCR reakce
Koncentrace : .| Koncentrace
pracovniho roztoku Objem v reakel Vv reakci
Mastermix (ROCHE) 2X 12,5 ul 1x
Sterilni voda 9,25 ul
Psoralen 2,5% 0,25 ul 0,025x
Forward primer 20 pmol/ul 1 ul 1 umol/1
Reverse primer 20 pmol/ul 1 ul 1 umol/1
DNA 1 pl
Finalni objem: 25 ul
2. stupen PCR reakce
Koncentrace . | Koncentrace
pracovniho roztoku Objem v reakcl Vv reakci
Mastermix (Promega) 2X 15 pul 1x
Sterilni voda 11,1 pl
Psoralen 2,5x 0,3 ul 0,025x
Forward primer 20 pmol/pl 1,2 pul 1 pmol/1
Reverse primer 20 pmol/pl 1,2 pul 1 pmol/1
DNA 1,2 ul
Finalni objem: 30 pl
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Reakéni smés byla pfipravovana v laminarnim UV boxu za aseptickych podminek
(vysviceni UV paprsky po dobu 20 minut) — zamezeni kontaminace jednotlivych
komponent. Jednotlivé komponenty reakéni smési byly davkovany do tzv. stript

(spojenych 8 PCR zkumavek o objemu 200 pl), dle nasledujiciho postupu:

1. Do stripti byly napipetovany jednotlivé komponenty: Mastermix, sterilni voda pro
molekularni biologii, forward a reverse primery a psoralen, nebo chlorid hote¢naty.

2. Smés byla vysvicena (UV paprsky) po dobu 5 minut V transiluminéatoru z divodu
zamezeni kontaminace.

3. Nasledn¢ byla pridana DNA izolovana ze vzorki pud.

4. Smés byla dikladné promichana a centrifugovana. Nakonec byla vlozena do

termocykleru, kde byl nastaven pfislusny program.

Pi1 kazdé reakci byla pfipravena také negativni kontrola (kontrola kontaminace), misto

templatu byla davkovana sterilni voda pro molekularni biologii.

PouZité programy pro PCR reakci:

Pro doménu Bacteria byl pro prvni stupeit PCR pouzit program FD1RD1, pro druhy stupeni
PCR, program V3TD

Program FD1RD1TD:

Pocate¢ni denaturace: 94°-95°C 5-10min
Denaturace (denaturation): 94°-95°C 1min <— % opakovano,

. ) ) kazdy cyklus se
Nasedani primeru (annealing): 57 °C 1 min

teplota annealingu

Elongace (extension): 72 °C 2 min snizila 0 0,5 °C
Denaturace (denaturation): 94°-95°C 1 min —
Nasedani primeru (annealing): 52 °C 1 min 24x opakovano
Elongace (extension): 72 °C 2 min
ZavereCna extenze 72 °C 10 - 30 min

(finalextension):
Uchovani (storeage): 4°C 0
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Program V3TD:

Pocatecni denaturace:
Denaturace (denaturation):
Nasedani primeru (annealing):
Elongace (extension):
Denaturace (denaturation):
Nasedani primeru (annealing):
Elongace (extension):

Zaveérena extenze
(final extension):

Uchovani (storage):

94°-95°C

94°-95°C

61 °C

72 °C

94°-95°C

56 °C

72 °C

72 °C

4°C

5-10 min
0,5min ——

0,5 min

0,5 min
0,5 min

0,5 min

1 min

10 - 30 min

9x opakovano,
kazdy cyklus se
teplota annealingu

snizila 0 0,5 °C

24x opakovano

U domény Archaea byl pro prvni stupenn PCR pouzit program ARCH46TD a pro druhy
stupeit PCR program V3ARCHTD

Program ARCH46TD:
Pocate¢ni denaturace:
Denaturace (denaturation):
Nasedani primeru (annealing):
Elongace (extension):
Denaturace (denaturation):
Nasedani primeru (annealing):
Elongace (extension):

Zaveérecna extenze
(final extension):

Uchovani (storage):

94°-95°C

94 °- 95 °C

56 °C

72 °C

94 °-95°C

51 °C

72 °C

72 °C

4°C

5-10 min
I1mn <——

0,5 min

1 min
1 min

0,5 min

—

1,5 min

10 - 30 min

9x opakovano,
kazdy cyklus se
teplota annealingu

snizila 0 0,5 °C

24x opakovano
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Program V3ARCHTD:

Pocatecni denaturace: 94°-95°C 5-10min

Denaturace (denaturation): 94°-95°C  0,5min «—— X  opakovano,
) ) ) kazdy cyklus se

Nasedani primeru (annealing): 56 °C 0,5 min _

teplota annealingu

Elongace (extension): 72 °C Imin — (5ilao 0.5 °C

Denaturace (denaturation): 94°-95°C 0,5mMin —m

Nasedani primeru (annealing): 51 °C 0,5 min 24x opakovano

Elongace (extension): 72 °C 1 min

Zavérecna extenze 72 °C 10 - 30 min

(final extension):

Uchovani (storage): 4°C 0

Ptipravené amplikony byly detekovany pomoci gelové elektroforézy a nasledné

separovany pomoci TGGE.
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7.3.3

Gelova elektroforéza

Po kazdé PCR reakci byla provedena kontrola (detekce) PCR amplikonli pomoci

elektroforetické soustavy - elektroforéza.

Elektroforéza probihala na 1% agar6zovém gelu. Na piipravu 1% agardézového gelu bylo

pouzito:

Agaroza: 05-1¢g

Pufr TAE (1x koncentrovany): 50 — 100 ml

Ethidiumbromid: 30—-60 ul

Mnozstvi pouzitych chemikalii zdviselo na poctu vzorkd (pfi po¢tu nad 10 vzorkl byl

piipravovan 100 ml agar6zovy gel). 1% agarozovy gel byl pfipraven dle nasledujiciho

postupu:

1.

Pomoci TAE pufru byla agar6za kvantitativné pievedena do Erlenmayerovy barky.
Pro dokonalé rozpusténi agar6zy bylo vyuzito mikrovinné trouby, kde byla agardza
piivedena k bodu varu.

Poté bylo do smési ptfiddano 30 - 60 pl ethidiumbromidu, v zéavislosti na
piipravovaném objemu agar6zového gelu.

Smés byla promichana a ptfevedena do formy. V gelu byly pomoci hiebinku
vytvofeny jamky, které slouzily pro naneseni PCR produktu.

Po ztuhnuti byl z gelu odstranén hiebinek a gel byl umistén do elektroforetické
vany.

Do prvni jamky elektroforetického gelu bylo naneseno 5 pul DNA Marker: 200 —
1600 nebo Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder tzv. velikostni standardy.

Do dalSich jamek gelu bylo opatrné mikropipetou naneseno 5 pl amplifikované
DNA a 2 pl nanaseciho pufru (pii pouziti GoTaq® Hot Start Green MasterMix se
nanaseci pufr neaplikoval).

Pii elektroforéze bylo pouzito napéti 90 V po dobu cca 45 minut (doba v zavislosti

na délce produktu).

Po skonceni elektroforézy byl gel pienesen do UV-transiluminatoru a osvicen UV zafeni,

diky ethidiumbromidu bylo mozné na fotce pofizené pomoci programu GeneSnap

pozorovat bandy (amplikony).
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7.3.4 TGGE
Skladani skel pro polymeraci gelu

Gel byl ptipravovan ve sklenéné aparatuie. Skladani aparatury pro polymeraci gelu bylo
pomérné komplikované. Aparatura musela byt slozena spravné, aby pfi aplikaci roztoku
gelu nedochéazelo k jeho prosakovani. Béhem celého procesu bylo nutné pracovat v
rukavicich a ochrannych brylich, z divodu manipulace s karcinogennimi nebo toxickymi

latkami.

Sklenéna aparatura (Obr. 14) se skladala ze dvou sklenénych desek. Z nichz jedna byla
Opatiena spacerem (odd¢lovacem) a silikonovym tésnénim. Na druhé desce byla
ptichycena polybond folie, ktera pii TGGE slouzila k optimalizaci teplotniho piechodu

mezi termoblokem a gelem.

Sklenéna deska bez

Spaceru \.

Polybond folie

Sklenéna deska s

Spacerem a H'""""--.
silokonovym —o
tesnenim

Obr. 14. Slozeni skel pro  polymeraci  gelu
(TGGEMAXISystem)

Slozeni sklenéné aparatury probihalo nasledovné:

1. Sklenéné desky byly dilkladné omyty saponatem, po oschnuti byly vnitini strany
oplachnuty ethanolem ze stficky (rozpoustédlo se nechalo odpatit).

2. Na sklenénou desku bez spaceru bylo naneseno cca 2 ml destilované vody a
opatrné priloZena polybond fo6lie (tak aby nevznikly vzduchové bubliny pod f6lii).
Folie byla na vrchni strané pfilepena pomoci lepici pasky.

3. Na sklenénou desku se spacerem bylo pfilozeno silikonové tésnéni (Obr. 15), které
muselo dokonale pfiléhat ke sklenénym spacerim, aby nedochdzelo k vytékani

roztoku gelu.
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Sklenéna deska se
Spacerem

Silikonove tésneni

Obr. 15. Viozeni silikonového tesnéni (TGGEMAXISystem)
4. Na desku opatfenou silikonovym tésnénim byla opatrné ptilozena druhd deska
s polybond f6lii. Desky k sobé byly pfichyceny z kazdé strany tfemi kovovymi
sponkami (Obr. 16). (TGGEMAXISystem)

L

Obr. 16. Findlni podoba sklenéné
aparatury (TGGEMAXISystem)
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Priprava roztoku gelu

Na ptipravu 50 ml roztoku gelu byly potifebné nize zminéné komponenty (Tab. 8):

Tab. 8. Slozeni roztoku gelu

Komponenty Vysledna
Mnozstvi
(zasobni roztok) koncentrace

Formamid ( 99+%) 10 ml 20%

Akrylamid (40 %) 10 mi 8%

Mocovina (pevna) 249 8 mol/l

TAE (50x) 2ml 2X

Glycerol (40%) 2,5ml 2%

Voda pro molekularni biologii cca5ml -

1.

Vsechny komponenty byly navaZzeny a pipetovany do baiiky. Takto ptipraveny
roztok gelu byl michan pii 450 RPM a 50 °C do uplného rozpusténi krystalkd
mocoviny (cca 15 — 25 min).

Po vychladnuti roztoku gelu na laboratorni teplotu byla ptfidana polymeracni
¢inidla. Bylo pfidano 50 pl 10% APS (amonium persulfat), ktery byl pfipraven
nasledovné: 0,01 g APS bylo kvantitativné pievedeno to ependorfky a rozpusténo
ve 100 pl vody urcené pro molekularni biologii — roztok byl pfipraven vzdy
Cerstvy. Dale bylo piidano 110 ul TEMED (NNN'N’-tetramethylendiamin). Pti
piidavani polymeracnich Cinidel bylo roztokem gelu michdno pti 950 RPM po
dobu 20 — 30 sekund.

Roztok byl opatrné promichéan stiikackou a ptes sterilni filtr byl dadvkovan mezi
skla sklenéné aparatury. Pfi davkovani se bylo potieba vyhnout vzniku bublinek
v gelu.

Sklenénd aparatura byla pfenesena do termostatu (vytemperovan na 30 °C), ve
kterém byl roztok gelu polymerizovan po dobu 2 - 3 hodin.

Béhem polymerace byla ptipravena elektroforetickd soustava (TGGE), z divodu
predchazeni vysychani gelu. Po uplynuti doby polymerace byly ze sklenéné
aparatury odstranény kovové spony. Skla od sebe byla oddélena. Gel byl
kovalentné navazan na polybond folii. Ze sklenéné desky bez spaceru byla
odstranéna lepici paska a gel byl prenesen na termoblok (TGGE).
(TGGEMAXISystem)
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Elektroforéza v teplotnim gradientu

V ramci diplomové prace bylo pracovano s horizontalnim elektroforetickym systémem
(TGGE Maxi Systém, Biometra). Vedeni elektrického proudu elektroforetickou soustavou
bylo realizovano pomoci dvou zinek. Zinky byly na jedné strané ponoieny do pufru (TAE

2x) a na druhé stran¢ ptiléhaly na gel (Obr. 17).

Krvei deska

\

Vzorky
d folie

Polvbon
Gel Kryei filie
Zinka \ / Zinka
2 : |

Thermoblock

Obr. 17. Usporadani gelu a Zinek na elektroforetické soustavé

(TGGEMAXISystem)

Zinky byly pred sestavenim elektroforetické soustavy vlozeny do 800 ml sklenéné

kadinky, zality destilovanou vodou a vafeny po dobu 10 minut. (TGGEMAXISystem)
Postup pro pripraveni elektroforetické soustavy pro elektroforézu v teplotnim gradientu:

1. Nejprve byl odejmut z elektroforetické soustavy bezpecnostni kryt s elektrodami a
poté kryci viko termobloku.

2. Oba zasobniky byly opatrné naplnény 2x TAE pufrem po rysku, aby nedoSlo k
potiisnéni elektroforetické jednotky (termobloku).

3. Na termoblok bylo napipetovano 2 ml thermal coupling roztoku a na ten byl
polozen gel (polybond folii na termoblok). Musela byt zajisténa rovnomérna
distribuce thermal coupling roztoku a zamezeno vzniku bublinek.

4. Vyvarené zinky byly vyzdimany a vlozeny jednim koncem do zasobniku s 2x TAE
pufrem (zinky byly 3 - 5 vyzdimany v 2x TAE pufru) a druhym koncem byly
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polozeny na gel. Pro dostate¢ny prichod elektrického proudu aparaturou musel byt
konec zinky umistén na stupnici 1 a konec druhé Zinky na stupnici 9 (Obr. 18).

Na gel byl ptilozen aplikator na vzorky a fadné ptitisknut po celé délce.

Dale byla na gel ptilozena kryci folie (recyklovatelnd), tak ze jeji zacatek byl té€sné
pod aplikatorem a koncil pied spodni zZinkou.

Bylo nadavkovdno 5 — 10 pl vzorku, ktery byl pfedem namichan s nanaSecim
pufrem 6x koncentrovanym (v piipad€ pouziti GoTaq® Hot Start Green MasterMix

se nanaseci pufr aplikovat nemusel, protoze byl jiz jeho soucasti).

" P IR TR

Obr. 18. Fotografie aparatury TGGE pripravené na Spusténi

8. Termoblok byl zakryt krycim vikem a bezpec¢nostnim krytem s elektrodami. Na

elektroforetické soustavé TGGE Maxi Systém byl nastaven teplotni gradient 38 © -
58 °C, délka separace 18 hod, elektrické napéti 130 V, elektricky proud 35 — 45
MA, Vzavislosti na Ohmoveé zdkoné¢ dochdzelo ke zméndm proudu.
(TGGEMAXISystem)

Barveni polyakrylamidového gelu

Polyakrylamidovy gel byl barven pomoci fluorescenéni barvicky GelStar (Cambex).

Barvicka GelStar (Cambex) byla skladovana pfi teploté — 20 °C. Pracovni postup:

1.

Barvicka GelStar byla vyjmuta z mraziciho zatfizeni a po roztati byla promichéana a
centrifugovana.

Do polypropylénové vani¢ky bylo piidano 450 ml destilované vody, 50 ml TAE
pufru (10x) a 50 ul GelStar. S roztokem ve vanic¢ce bylo promichano.
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3.

4.

Polyakrylamidovy gel po TGGE byl vlozen do polypropylénové vanicky s barvicim
roztokem (polybond folii dolt)
Vanicka s gelem byla vloZena na tfepacku, zakryta Al-folii. Tfepani probihalo pti

450 RPM/min po dobu 2 — 3 hodin. (TGGEMAXISystem)

Dokumentace gelu

K dokumentaci vysledného gelu bylo pouzito transiluminatoru.

1.

2.
3.
4.

Po obarveni byl gel vyjmut z barviciho roztoku a polozen gelem (polybond folie
nahote) na UV desku transiluminatoru. Transiluminator byl uzavien.

Byl zapnut zdroj UV svétla a v pocitaci program GeneSnape.

Fotografie byla potizena digitalni kamerou, pomoci programu GeneSnape.

Fotografie byly ulozeny ve formatu .sgd (Syngene) a .bmp na pevny disk.

Vyrezavani bandii z gelu

Pfi vyfezdvani bandi bylo nutné chranit zrak pted UV zafenim pomoci bryli a

obli¢ejového §titu. Ochranné rukavice byly navléknuty pies rukavy laboratorniho plasté,

tak aby nedoslo k expozici ktize. Bandy byly vyfezany nasledujicim zptisobem:

1.

Bandy byly oznaéeny na transiluminatoru, ktery byl pfenesen na stul, kde gel byl
exponovan UV zafenim.

Lihovym fixem byly oznaceny vybrané bandy (signaly) na polybond fo6lii. UV
zéaieni mohlo poskodit DNA, proto bylo nutné pracovat v co nejkratSim Case.

UV zafeni bylo vypnuto a gel byl polozen polybond folii smérem doli na
polypropylénovy tacek.

K vyfezavani bandl byl pouzit odlamovaci niz, ktery byl oplachnut ethanolem ze
stficky a nechdn cca minutu odpafit.

Opatrné byla vyfiznuta pouze stfedova ¢ast oznaCen¢ho bandu a timto zplisobem
byla ziskana nukleotidova sekvence.

Vytiznuty band byl vlozen do sterilni oznacené ependorfky, takto vyfezané bandy

byly skladovany pfi teploté — 20 °C.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci praktické Casti prace mély byt splnény dva cile. Metoda gelové elektroforézy
Vv teplotnim gradientu méla byt adaptovana na analyzu domény Archaea. Druhym cilem
bylo pomoci molekularné¢ biologickych metod analyzovat bakterialni spoleCenstva

V horninovém prostiedi.

8.1 Adaptace TGGE pro analyzu domény Archaea

V ramci diplomové prace byla metoda gelové elektroforézy V teplotnim gradientu
optimalizovana na analyzu domény Archaea. Optimalizace byla paralelné provadéna i pro

doménu Bacteria.

8.1.1 PCR reakce a adaptace TGGE pro doménu Archaea (paralelné pro doménu

Bacteria) — DNA izolovana z digestatu (z bioplynové stanice)

DNA byla izolovana z digestatu (z bioplynové stanice), dle navodu ke kitu Powersoil DNA
Isolation Kit (Kap. 7.3.1.1). Pro optimalizaci byly pouzity vzorky digestatu z diplomové
prace Moniky Polachové, jejich charakteristika je uvedena v tabulce (Tab. 9):

Tab. 9. Charakteristika vzorkit digestatu pouzitych pro izolaci DNA

Vzorek Charakteristika
1. Slepy vzorek
2. Vzorek digestadtu + octan 1g/1
3. Vzorek digestatu + furfural 0,1 g/1+ octan 1g/I
4. Vzorek digestatu + furfural 0,5 g/1+ octan 1g/I
5. Vzorek digestatu + furfural 1 g/l + octan 1g/I
6. Vzorek digestatu + furfural 2 g/ + octan 1g/I

Postup amplifikace DNA je popsan v kapitole 7.3.2. Pouzité primery jsou uvedeny tabulce
(Tab. 5). Pro amplifikaci byl pouzit FastStast PCR Master (ROCHE). Ziskané amplikony
byly detekovany elektroforetickou soustavou (postup Kap. 7.3.3). Pii amplifikaci DNA
nebylo nutno pii prvnim stupni PCR reakce ptidavat chlorid hotecnaty, jelikoz DNA byla
v dostate¢né kvalit¢ a amplikony byly na gelu pozorovatelné. Pofadi vzorkdi na
agarozovych gelech bylo nasledujici (Obr. 19., Obr. 20., Obr. 21., Obr. 23.): 1: standard,
2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: vzorek 3, 5: vzorek 4, 6: vzorek 5, 7: vzorek 6 (Tab. 9), 8:
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negativni kontrola. Jako standard byl ve vSech ptipadech pouzit Marker-Quick-Load 100bp
DNA Ladder (Biolabs. Inc. New England).

Obr. 19. Prvni stupen PCR pro doménu
Archaea - DNA izolovana z digestdtu (pouzité
primery PREA 46f a PREA 1100R)

Pro prvni stupein PCR reakce domény Archaea byly pouzity primery PREA 46f a PREA
1100R. Po amplifikaci bylo mozné na gelu (Obr. 19) pozorovat amplifikované tuseky DNA
jako bandy s o¢ekavanou délkou produktu. Délka produktu byla cca 1100 paru bazi.

Obr. 20. Druhy stupei PCR pro doménu
Archaea - DNA izolovand z digestdtu
(pouzité primery GCPARCH 340f a PARCH
519r)
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Po druhém stupni PCR reakce bylo mozno na gelu (Obr. 20) pozorovat bandy s délkou cca
200 pard bazi. Pro amplifikaci byly pouzity primery s GC svorkou GCPARCH 340f a
PARCH 519r. V obou piipadech v posledni jamce 8 byla aplikovana negativni kontrola,
kteréd prokazala, Ze reagencie nebyly kontaminovany. Tim padem je mozno fici, Ze pomoci

dvoustupnové PCR reakce byly ziskany specifické produkty.

Pii amplifikaci prvniho stupné PCR reakce u domény Bacteria nebylo pouzito
»louchDown* PCR. Vyuziti této modifikace PCR reakce nebylo potieba, jelikoz vSechny
produkty bylo moZné na agarazovém gelu pozorovat. Program PCR reakce byl néasledujici:
pocatecni denaturace — 10 minut, denaturace — 1 minuta, annealingova teplota — 1 minuta,

elongace — 1 minuta (opakovano 29x), finalni extenze — 30 minut.

Obr. 21. Prvni stupenn PCR pro doménu
Bacteria - DNA izolovana z digestdtu (pouZité
primery FD1 a RD1)

Na fotografii (Obr. 21) byly pozorovatelné produkty pro doménu Bacteria po prvnim
stupni PCR reakce (pouzité primery FD1 a RD1), kdy produkty mély ptedpokladanou
délku cca 1500 paru bazi. Krom vzorku 1 (jamka 2), byly vSechny amplikony ve velké
koncentraci. Mensi koncentrace ve vzorku 1 byla zplisobena pravdépodobné nepatrnou

koncentraci DNA ve vzorku.

U druhého stupné PCR reakce bylo mozné na gelu pozorovat kontaminaci v negativni
kontrole (jamka 8), ktera byla pravdépodobné zpisobena bakterialni DNA vyskytujici se

ve vzduchu nebo kontaminaci reagencii (Obr. 22).
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Obr. 22. Druhy stupen PCR pro

doménu Bacteria - kontaminace

Pro zamezeni (redukce) kontaminace byl do reakéni smési ptidavan psoralen a smes byla
vysvicena po dobu 5 minut v transluminatoru. Pomoci této modifikace byla kontaminace
redukovana — jamka 8 (Obr. 23).

Obr. 23. Druhy stupenn PCR pro doménu

Bacteria - DNA izolovana z digestatu (pouZité
primery GC 341f a 518r)

Po amplifikaci byly na gelu pozorovatelné bandy o délce cca 200 part bazi a v dostatecné
koncentraci. Pro druhy stupen byly pouzity primery s GC svorkou GC 341f a 518r. Délka

DNA fetézce a koncentrace byla odec¢tena u vSech gelti pomoci standardu.

Na TGGE byly pouzity krat$i PCR produkty s GC svorkou (pro Bacterie GC - 341f a 518r,
pro Archaea - GCPARCH 340f a PARCH 519r). Do sampléru bylo aplikovano 5 pl
amplikonu + 2 pl nanaseciho pufru (6x). Bylo pracovano s horizontalnim
elektroforetickym systémem (TGGE Maxi System, Biometra). Postup TGGE viz. kapitola
7.3.4. Vysledek gelové elektroforézy Vteplotnim gradientu je znazornén na

polyakrylamidovém gelu (Obr. 24.).
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Pti optimalizaci TGGE metody na DNA izolovanou z digestatu byla provedena TGGE
analyza dvakrat. Pfi prvni pokusu byla teplota denaturace volena 35 — 45 °C, tento
denatura¢ni faktor se neosvéd¢il (bandy na polyakrylamidovém gelu nebyly

pozorovatelné), z toho divodu bylo rozmezi teplot voleno 38 — 48 °C.

Na polyakrylamidovém gelu bylo mozZno spatiit signaly dominantnich mikroorganismu,
které se vyskytovaly ve vzorcich, patficich do domén Archaea a Bacteria. Potadi vzorkt
na gelu (Tab. 9): 1: standard, doména Archaea — 2: vzorek 6, 3: vzorek 5, 4: vzorek 4, 5:
vzorek 3, 6: vzorek 2, 7: vzorek 1, 8: standard, doména Bacteria — 9: vzorek 6, 10: vzorek
5, 11: vzorek 4, 12: vzorek 3, 13: vzorek 2, 14: vzorek 1, 15: standard.

9 10 11 12 13 14 15

Obr. 24. Vysledek optimalizace TGGE na analyzu domény Archaea
(paralelné domény Bacteria) na polyakrylamidovéem gelu — DNA

izolovana z digestatu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

Pro doménu Archaea bylo na polyakrylamidovém gelu mozZno pozorovat 3 signald. Pro
doménu Bacteria bylo na polyakrylamidovém gelu mozno sledovat 4 signaly. Pfi tomto
pokusu byla metoda TGGE optimalizovana pro doménu Archaea, proto nebyly signaly,
které by mély naznadovat druhy mikroorganismi, uréeny. Pro ureni o jaky druh
mikroorganismu se jednalo, by mély byt bandy dominantnich mikroorganismt vyfiznuty,

reamplifikovany, purifikovany a sekvenovany.
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8.2 Monitorovani bakterialnich spole¢enstvi ve vzorcich horninového

prostiedi pomoci metody TGGE

Vzorky horninového prostiedi byly poskytnuty firmou EPS s.r.o.. Horninové prostredi
pochazelo z lokalit kontaminovanych ropnymi uhlovodiky. Na danych lokalitach byly
aplikovany 3 modifikace sanacnich technologii: In situ chemickd oxidace s aplikaci
modifikovaného Fentonova cinidla, In situ chemickd oxidace s aplikaci persulfatu a
elektrického proudu a posledni technologii byla Bioremediace, kde byly aplikovany
inokula mikroorganismu a nutriety. Charakteristika vzorki je v tabulce (Tab. 6). Sledované
bakterialni zastoupeni v danych lokalitach pro kazdou modifikaci sana¢ni technologie bylo
popsano v nasledujicich kapitolach. Mimo jiné byla metoda TGGE adaptovana

(optimalizovana) na analyzu domény Archaea ve vzorcich horninového prostiedi.

8.2.1 lzolace DNA z horninového prostiedi

V ramci diplomové prace byly pouzity dvé metody izolace DNA z horninového prostiedi a
to izolace pomoci komer¢niho kitu (Powersoil™ DNA Isolation Kit) a pomoci fenol -
chloroformové metody. Uginnost izolace DNA po prvnim stupni PCR reakce (pouzité
primery FD1, RD1 — doména Bacteria (Tab. 5)) byla detekovana pomoci agardézové
elektroforézy. Pofadi vzorku na gelu bylo nasledujici (Obr. 25): 1: standard, 2: vzorek 9
(izolace pomoci kitu), 3: vzorek 10 (izolace pomoci kitu), 4: vzorek 9 (izolace pomoci kitu
— 5x ziedéna DNA), 5: vzorek 10 (izolace pomoci kitu — 5x ziedéna DNA), 6: vzorek 9
(izolace pomoci fenol — chloroformové metody — 10x ziedéna DNA), 7: vzorek 10 (izolace
pomoci fenol — chloroformové metody — 10x zfedéna DNA) — charakteristika vzorkl je

uvedena v tabulce (Tab. 6), 8: vzorek digestatu 6 (Tab. 9), 9: negativni kontrola.

Obr. 25. Test ucinnosti izolace DNA
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Po prvnim stupni PCR reakce bylo mozno na agar6zovém gelu (Obr. 25) pozorovat pouze
DNA pochazejici ze vzorku Stérku, kde pro izolaci DNA byl pouzit komer¢ni kit. Pti
izolaci DNA pomoci fenol — chloroformové metody nedoslo k amplifikaci PCR produktu
(Obr. 25 — jamky 6 a 7). Po druhém stupni PCR reakce bylo mozné pozorovat i produkty

ze vzorki jilu izolované pomoci komer¢niho kitu (napi. Obr. 35).

Na zéklad¢ vysledkt byl pro izolaci DNA vybran komer¢ni kit — Powersoil™ DNA
Isolation Kit. Postup izolace byl dale optimalizovan pro vzorky jilu, kdy po prvnim stupni
PCR reakce nebylo mozno na agar6zovém gelu pozorovat amplikony DNA. Postup izolace
DNA pomoci komeréniho kitu, ktery je popsan v kapitole 7.3.1.1, byl modifikovan pro
izolaci DNA ze vzorku jilu nasledovné: po druhém kroku, kdy ke vzorktim byl ptidan pufr
obsahujici aniontovy detergent (SDS) a dal$i rozkladna cCinidla, néasledovalo zahtivani
roztoku po dobu 5 minut pii teploté 70 °C. Vzorek byl poté po kratkou dobu vortexovan a
opét zahtivan pii teplot¢ 70 °C po dobu 5 minut. Nasledné bylo pokracovano bodem 3.
Poté byl proveden prvni stupen PCR reakce — primery FDI1 a RD1. Po vySe zminéné

modifikaci bylo mozné amplifikovanou DNA ze vzorkd jilu na gelu pozorovat (Obr. 26).

Obr. 26. Modifikace izolace DNA — prvni stupen

PRC reakce (primery FD1 a RD1)
Vzorky v jamkach gelu byly v nasledujicim potadi: 1: standard, 2: vzorek 7, 3: vzorek 8, 4:
vzorek 11, 5: vzorek 12, 6: vzorek 15, 7: vzorek 16 (Tab. 6).

U domény Archaea bylo mozno amplikony DNA, izolované pomoci komeréniho Kkitu,

pozorovat vzdy jiz po prvnim stupni PCR reakce (Obr. 32).
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8.2.2 Modifikace molekularné biologickych metod pro vzorky pochazejici z

horninového prostiedi

Molekularné biologické metody bylo nutno optimalizovat kvili velmi nizké koncentraci
DNA, izolované z horninového prostiedi. Pro ziskani vétsiho vytézku DNA a specifickych
PCR produkti byly pouzity nasledujici modifikace. Byla pozménéna izolace DNA. Pti lyzi
bun€k byla smés zahiivana po dobu 10 minut pfi teploté¢ 70 °C. Pii prvnim stupni PCR
reakce byl do reakéni smési piidan chlorid hotfeénaty (0,3 mmol/l), ktery podporuje
aktivitu DNA - polymerazy. Dale byla pozménéna PCR reakce pro doménu Bacteria. Pti
prvnim 1 druhém stupni PCR reakce bylo vyuZito ,,TouchDown* PCR. Byl pozménén
program pii amplifikaci prvniho stupné PCR reakce (viz Kap. 7.3.2). Doba elongace
(extension) byla prodlouzena z 1 minuty na 2 minuty. Dlvodem prodlouzeni doby
elongace byla délka finalniho produktu (délka cca 1500 par bazi). V druhém stupni PCR
reakce byl do reakéni smési pridavan psoralen (2,5x koncentrovany), ktery mél zamezit

mozné kontaminaci, a reakéni smes byla vysvicena po dobu 5 minut pod UV zaienim.

Pii adaptaci TGGE byla feSena fada obtizi. Pfi skladani sklenéné aparatury se muselo dbat
na tésnost. V piipad¢ netésnosti aparatury dosSlo ke znehodnoceni gelu. Bylo zapottebi
pouzivat vzdy Cerstvy 50x TAE pufr. Formamid musel byt fadn¢ uzavien, jelikoz se jedna
o velice hydroskopickou latku. Pfi pouziti starych komponent nedochazelo k separaci
DNA. Dale musela byt upravena pozice Zzinek na polyakrylamidovém gelu. Pii
nedosta¢eném kontaktu zinek s gelem nedochazelo k separaci DNA v gelu, pravdépodobné
diky nedostate¢nému prichodu elektrického proudu aparaturou. Na gelu bylo mozno

pozorovat pouze amplikony a standard v misté, kde byly davkovany (Obr. 27).
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Obr. 27. Nedostatecny elektricky proud v TGGE aparaturie

Po upravé metody TGGE - zinky polozeny na aparatute teplotni gradientové elektroforézy

do bodii 1 a 9 (Obr. 18).

Obr. 28. Nedostatecné mnozstvi DNA — davkovani 5 ul DNA

Bylo moZno na polyakrylamidovém gelu pozorovat pouze standard. Davkovano bylo 5 ul
DNA po druhém stupni PCR reakce a 2 pl nanaseci barvicky (Obr. 28). Pro amplifikaci
byl pouzit FastStast PCR Master (ROCHE).
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Mnozstvi aplikované DNA do sampléru bylo zvySeno na 8 ul (pro amplifikaci byl pouzit
FastStast PCR Master (ROCHE)) + 2 pl nanéSeci barvicky.

Obr. 29. Nedostatecné mnozstvi DNA — davkovani 8 ul DNA

Na fotografii polyakrylamidového gelu (Obr. 29) po TGGE bylo mozZno sledovat DNA
fragmenty ve velmi nizké koncentraci. Proto bylo opét zvyseno mnozstvi DNA, které bylo

davkovano do sampléru.

Maximalni mnozstvi, které bylo mozno davkovat do sampléru, bylo 10 pl. Proto pro druhy
stupeit PCR reakce byl pouzit GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega) — tento
mastermix ve sloZeni obsahuje jiz nandSeci pufr. Po této modifikaci bylo mozno DNA

fragmenty sledovat v dostate¢ném mnozstvi (Obr. 30).
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Obr. 30. Dostatecné mnozstvi DNA — davkovani 10 ul DNA

Metodiku TGGE se tudiz podafilo uspé$né adaptovat na vzorky horninového prostiedi, kde

DNA byla v nizké koncentraci.

Pii druhém stupni PCR pro doménu Bacteria bylo moZzno ve vSech piipadech sledovat
V negativni kontrole kontaminaci. To mohlo byt zptisobeno bakterialni DNA vyskytujici se
ve vzduchu nebo kontaminaci reagencii. Pravdépodobn¢ mohly byt kontaminovany
primery (GC341f a 518r), které byly v ramci laboratofe molekularni biologie pouzivany
celou fadou lidi. Kontaminaci bylo mozno sledovat jak na agarazovém gelu (napt. Obr.
39), tak i na polyakrylamidovém (Obr. 31 — Sipkami je oznacena pravdépodobna

kontaminace).
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Obr. 31. Pozorovatelna kontaminace na

polyakrylamindovém gelu
Pti druhém stupni PCR reakce mohla byt pravdépodobné zna¢nd Cast reagencii
spotfebovana na amplifikaci nezddouci DNA. Z toho duvodu pravdépodobné byly

amplikony DNA na polyakrylamidovém gelu méné pozorovatelné. Tuto hypotézu se

z ¢asovych diivodi nepodatilo potvrdit.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

8.2.3 PCR reakce a optimalizace TGGE pro doménu Archaea (paralelné pro

doménu Bacteria) - DNA izolovana z horninového prostiedi

DNA byla izolovana z horninového prostiedi dle navodu ke kitu Powersoil™ DNA

IsolationKit (Kap. 7.3.1.1).

Pro optimalizaci byly pouzity vzorky horninového prostiedi (vzorky 1 — 6). Charakteristika
vzorku je uvedena v tabulce (Tab. 6). Postup amplifikace DNA je popsan v kapitole 7.3.2.
Pouzité primery jsou uvedeny tabulce (Tab. 5). Pro amplifikaci byl pouzit GoTaq® Hot
Start Green MasterMix (Promega).

Ziskané amplikony byly detekovany elektroforetickou soustavou (postup Kap. 7.3.3).
Poradi vzorkti na agarazovych gelech bylo nasledujici (Obr. 32, Obr. 33, Obr. 34, Obr.
35): 1: standard, 2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: vzorek 3, 5: vzorek 4, 6: vzorek 5, 7: vzorek 6,
8: negativni kontrola (viz. Tab. 6). Jako standard byl ve vSech piipadech, krom druhého
stupné PCR reakce u domény Bacteria, pouzit Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder
(Biolabs. Inc. New England).

Obr. 32. Prvni stupenn PCR pro doménu
Archaea - DNA izolovana z horninového
prostiedi - (pouzité primery PREA 46f a PREA
1100R)

Po izolaci DNA pomoci komer¢niho kitu byla ziskand DNA amplifikovana s primery
PREA 46f a PREA 1100R. Po detekci agardzovou elektroforézou bylo mozné na gelu
(Obr. 32) pozorovat bandy ve velmi malé koncentraci. V draze 2 nebylo mozno bandy
pozorovat, pravdépodobné diky malé koncentraci DNA ve vzorku. Zbyvajici amplikony

mély pfedpokladanou délku cca 1100 part bazi.
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Obr. 33. Druhy stupenn PCR pro doménu
Archaea - DNA izolovand z horninového
prostredi - (pouzité primery GCPARCH 340f a
PARCH 519r)

Po druhém stupni PCR (pouzité primery GCPARCH 340f a PARCH 519r) reakce jiz bylo
mozné DNA pozorovat (Obr. 33) v dostate¢né koncentraci a v piedpokladané délce
produktu (cca 200 part bazi). Negativni kontrola byla negativni, tudiz lze fici, ze byly

ziskany specifické produkty.

Obr. 34. Prvni stupenn PCR pro doménu

Bacteria - DNA izolovand z horninového
prostiedi - (pouzité primery FDI a RD1)
Pro doménu Bacteria byla amplifikace provedena pomoci primert FD1 a RD1. DNA

izolovana ze vzorki Stérku byla po prvni stupni amplifikace nepatrné viditelna (jamky 3, 5,
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6 - ocCekavand délka cca 1500 part bazi), tudiz ve velmi nizké koncentraci, a DNA

izolovanou ze vzorki jilu nebylo mozno na gelu spattit (Obr. 34).

Obr. 35. Druhy stupenn PCR pro doménu Bacteria

- DNA izolovana z horninového prostredi -

(pouzité primery GC 341f a 518r)
Po druhém stupni PCR reakce byla DNA patrna na gelu (Obr. 35) v dostate¢né koncentraci
a Vv ocekavané délce (cca 200 partt bazi). Tudiz je mozno ftici, ze byl ziskan specificky
produkt. Pro amplifikaci byly pouzity primery s GC svorkou - GC 341f a 518r. Jako
standard byl pouzit DNA Marker: 200 — 1600 (AscoProt Biotech)

Na TGGE byly pouzity amplikony s GC svorkou (pro Bacteria GC 341f a 518r, pro
Archaea GCPARCH 340f a PARCH 519r). Do sampléru bylo aplikovano 10 pl
amplikonu. Bylo pracovano s horizontalnim elektroforetickym syst¢émem (TGGE Maxi

System, Biometra). Postup TGGE viz kapitola 7.3.4.

Vysledek teplotni gradientové gelové elektroforézy je zndzornén na polyakrylamidovém
gelu (Obr. 36). Na fotografii polyakrylamidového gelu bylo mozZno vidét signaly
dominantnich mikroorganismii, které se vyskytovaly ve vzorcich, patficich do domén
Archaea a Bacteria. Potadi vzorki na gelu (Tab. 6): 1: standard, doména Bacteria —
2: vzorek 6, 3: vzorek 5, 4: vzorek 4, 5: vzorek 3, 6: vzorek 2, 7: vzorek 1, 8: standard,
doména Archaea — 9: vzorek 6, 10: vzorek 5, 11: vzorek 4, 12: vzorek 3, 13: vzorek 2,
14: vzorek 1, 15: standard.
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Obr. 36. Vysledek optimalizace TGGE na analyzu domény Archaea
(paralelné domény Bacteria) na polyakrylamidovéem gelu - DNA
izolovana z horninoveho prostiredi
Signaly amplifikované DNA byly pozorovatelné pod UV zafenim na transiluminatoru a
byly oznaceny na fotografii (Obr. 37). Signaly DNA byly z gelu vyiezany a byly uchovany
pti teplot¢ — 20 °C. Pro identifikaci mikroorganisml, by vyfezana DNA méla byt

reamplifikovana, purifikovana a sekvenovana.
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Obr. 37. Sledované dominantni mikroorganismy -

optimalizace

Pro doménu Archaea bylo na polyakrylamidovém gelu mozno spatfit nékolik signalt
dominantnich mikroorganismti, a to v drahdch 9 — 14. Nejvétsi mikrobialni zastoupeni
zdané domény bylo mozno sledovat ve vzorcich horninového prostiedi, které bylo
kontaminovano ropnymi uhlovodiky. Na dané vzorky nebyly pouzity zddné sanacni
technologie, jednalo se o tzv. pozadi. V jilovém prostiedi (jamka 14) bylo mozné sledovat
6 riznych signalti mikroorganismi. V draze 13 byla DNA z pozadi stérkového prostiedi,
kde bylo mozno pozorovat 10 signalti. Mens$i mikrobialni zastoupeni bylo ve vzorcich, kde
byly aplikovany inokula a nutriety (jamky 11 a 12). V draze 12 (DNA ze $térku) bylo
mozno spatfit 5 signalti a v jamce 11 (DNA z jilu) pouze 3 signaly. V jamkach 9 (nukleové
kyseliny izolované z jilu) a 10 (nukleové kyseliny izolované ze $térku) byla amplifikovana
DNA z lokality pfipravené na aplikaci oxidacnich ¢inidel. V obou piipadech se ve vzorcich

vyskytovaly 2 signaly.

Doménu Bacteria bylo mozné sledovat v jamkach 2-7. V drahach 6 a 7 bylo mozné
pozorovat dominantni bakterialni druhy, které se vyskytovaly v kontaminovaném prostiedi
- pozadi. V draze 7 byla aplikovaina DNA ze vzorku jild. V dané draze bylo mozné
pozorovat jeden signal. V jamce 6 bylo mozné pozorovat 2 signaly — jednalo se o DNA ze

vzorku Stérku.
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V drahach 4 a 5 bylo mozné sledovat amplikony ze vzorkti horninového prostiedi - jednalo
se 0 vzorky z lokality, kde byly po dva roky aplikovany inokula a nutrienty. V draze 5 byly
pozorovatelné 4 signaly, které se vyskytovaly v jilovém prostiedi. Z prostiedi Stérku bylo

mozné na gelu pozorovat 9 signald.

V drahach 2 a 3 byly aplikovany amplikony pochézejici z horninového prostiedi, které
bylo kontaminovano ropnymi uhlovodiky, a dand lokalita byla pfipravena na aplikaci
oxidac¢nich €inidel. V jamce 5 byly amplifikované nukleové kyseliny pochazejici z jilového
prostiedi a sledovano bylo 6 signali. A v draze 2 bylo mozno pozorovat 10 signali. DNA

pochazela ze Stérkového prostiedi.
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8.2.4 PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich horninového

prostiedi — aplikace ISCO (modifikované Fentonovo ¢inidlo)

DNA byla izolovéna z horninového prostfedi, na kterém byla aplikovana In situ chemicka
oxidace. Na dané lokalité byly aplikovany modifikace In situ chemické oxidace — aplikace
modifikovaného Fentonova ¢inidla (vzorky: 5, 6, 9, 10, 13, 14, 17, 18), charakteristika
vzorku je uvedena v tabulce (Tab. 6). Vzorky byly porovnavany s pozadim (vzorky 1 a 2).
Izolace DNA byla provedena dle navodu ke kitu Powersoil DNA Isolation Kit
(Kap. 7.3.1.1). Pii izolaci byla pouzita modifikace izolace, kdy vzorky byly pii lyzi
zahtaty na teplotu 70 °C.

Postup amplifikace DNA je popsan v kapitole 7.3.2. Pouzité primery jsou uvedeny tabulce
(Tab. 5). Pro amplifikaci kratsiho DNA fetézce byly pouzity primery s GC svorkou.
Ziskané amplikony byly detekovany elektroforetickou soustavou (postup Kap. 7.3.3). Jako
standard byl pro agardézovou elektroforézu pouzit DNA Marker: 200 — 1600 (AscoProt
Biotech). Pro amplifikaci prvniho stupné i druhého stupné byl pouzit GoTaq® Hot Start

Green MasterMix (Promega).

Obr. 38. Prvni stupeii PCR pro doménu Bacteria - DNA izolovand z horninového
prostiedi — aplikace ISCO (modifikované Fentonovo cinidlo) — (pouzité primery FDI a
RD1)

Potfadi vzorkli na agar6zovém gelu po prvnim stupni PCR reakce bylo nasledujici
(Obr. 38): 1: standard, 2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: standard, 5: vzorek 5, 6: vzorek 6,
7: standard, 8: vzorek 9, 9: vzorek 10, 10: vzorek 13, 11: vzorek 14, 12: vzorek 17,
13: vzorek 18 (Tab. 6). Negativni kontrola byla negativni. Na agarazovém gelu bylo mozné

pozorovat uspésné amplifikovanou DNA izolovanou ze $térku, (jamky 3, 6, 9, 11, 13).
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Amplifikované tiseky DNA izolované z jilu bylo mozno na gelu pozorovat ve velmi nizké
koncentraci (jamky 2, 5, 8, 10, 12). Vsechny ziskané bandy mély ocekavanou délku
(cca 1500 para bazi).
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Obr. 39. Druhy stuperi PCR pro doménu Bacteria - DNA izolovand
Z horninového prostiedi — aplikace 1ISCO (modifikované Fentonovo ¢inidlo) -

(pouzité primery GC 341f a 518r)

Potadi vzorkid na gelu po druhém stupni PCR reakce bylo nasledujici (Obr. 39):
1: standard, 2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: standard, 5: vzorek 5, 6:vzorek 6, 7: standard,
8: vzorek 9, 9: vzorek 10, 10: vzorek 13, 11: vzorek 14, 12: vzorek 17, 13: vzorek 18,
14: standard, 15: negativni kontrola (Tab. 6). Na gelu je mozné sledovat amplikony DNA

Vv dostate¢né koncentraci a v predpokladané délce cca 200 part bazi.

Na TGGE byly pouzity kratsi PCR produkty s GC svorkou (GC 341fa 518r). Do sampléru
bylo davkovano 10 pl amplikonu. Bylo pracovano s horizontalnim elektroforetickym
systémem (TGGE Maxi System, Biometra - postup TGGE viz. Kap. 7.3.4). Jako standard
byl pouzit Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder (Biolabs. Inc. New England).

Vysledek gelové elektroforézy v teplotnim gradientu je znazornén na polyakrylamidovém
gelu (Obr. 40). Na fotografii je mozno vidét signaly dominantnich mikroorganismu, které
se vyskytovaly ve vzorcich patticich do domény Bacteria. Pofadi vzorki na
polyakrylamidovém gelu bylo nasledujici: 1: standard, 2: vzorek 18, 3: vzorek 14,
4: vzorek 10, 5: vzorek 6, 6: vzorek 2, 7: standard, 8: vzorek 17, 9: vzorek 13, 10: vzorek
9, 11: vzorek 5, 12: vzorek 1, 13: standard.
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Obr. 40. Vysledek TGGE analyzy domény Bacteria na
polyakrylamidovém — gelu -  DNA  izolovana
Z horninového prostiedi — aplikace 1ISCO (modifikace

Fentonova cinidla)

Pocet signali dominantnich mikroorganismti bylo mozno sledovat pfi ozéafeni gelu UV
zafenim na transiluminatoru. Pozorované signaly mikroorganismi byly oznaceny, z gelu
vytezany (Obr. 41) a uchovany pfi teploté¢ — 20 °C. Pro identifikaci mikroorganismi, by

vyfezana DNA méla byt reamplifikovana, purifikovana a sekvenovéna.
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Obr. 41. Sledované dominantni
mikroorganismy - ISCO

(modifikované Fentonovo cinidlo)

Na gelu bylo mozno pozorovat mikrobialni zastoupeni v horninovém prostiedi, které bylo
kontaminovano ropnymi uhlovodiky a v dané lokalit¢ bylo pouzito In situ sanacni
technologie (In situ chemicka oxidace — modifikované Fentonovo cinidlo). V jamkach
2 — 6 byla davkovana DNA, izolovana ze vzorku $térku. V jamkach 7 — 12 byla davkovana
DNA izolovana ze vzorku jilu. V drahach 6 a 12 bylo mozné pozorovat dominantni
mikroorganismy, které se vyskytovaly v kontaminované lokalit¢ pted aplikaci In situ
chemické oxidace (odbér: vzorek 1 (5. 8. 2013) a vzorek 2 (12. 9. 2013)). V jamce 12 bylo
mozné sledovat 4 signaly a v draze 6 — 2 signaly. V jamkach 5 (6 signalti) a 11 (11 signalt)
bylo moZzno vidét signaly, které se vyskytovaly ve vzorcich horninového prostiedi, které
bylo pfipraveno na aplikaci modifikovaného Fentonova c¢inidla (odbér 12. 9. 2014).
V drahach 8 — 10 a 2 — 4 bylo mozné pozorovat mikroorganismy, které se vyskytovaly
V horninovém prostiedi, na kterém byly pouZzity sanacni technologie — modifikované
Fentonovo ¢inidlo. Cinidlo bylo aplikovano ve 3 — 5 opakovani a vzorek byl odebran 2
tydny po poslednim davkovani. Vzorky byly odebrany: 8 a 9 (2. 12. 2013), 13 a 14 (26. 2.
2014), 17 a 18 (24. 4. 2014). V jamkach 8 — 10 byla aplikovana DNA z jilu. V draze 10

bylo mozné pozorovat 7 signal mikroorganismu. 4 signaly byly sledovany v jamce 9. A 3
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signdly byly viditelné v draze 8. Ze ziskanych vysledkli vyplyvd, Ze modifikované
Fentonovo ¢inidlo pravdépodobné mohlo plsobit inhibiéné na mikroorganismy, které se
v dané lokalité vyskytovaly. Stejny trend byl sledovan i ve vzorcich Stérku. V jamkach 4 —
2 dochazelo také k ubytku pozorovatelnych signalti dominantnich mikroorganismi: jamka
4 (6 signali), jamka 3 (5 signalt) a jamka 2 (5 signaly). I po aplikaci modifikovaného
Fentonova ¢inidla, bylo mozno pozorovat ve stérkovém prostiedi signdly mikroorganismt,
které byly pravdépodobné totozné se signaly v pozadi (kontaminovand lokalita, bez
sanacniho zasahu). Ve stérkovém prostiedi, po aplikaci modifikovaného Fentonova €inidla,

byl vSak na rozdil od signali v pozadi, jeden ze signalii inhibovan.
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8.2.5 PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich horninového

prostiedi — aplikace ISCO (persulfat + aplikace elektrického proudu)

DNA byla izolovana z horninového prostfedi, na kterém byla aplikovana In situ chemicka
oxidace. Na dané lokalité byly aplikovany modifikace In situ chemické oxidace — aplikace
persulfatu a elektrického proudu (vzorky: 5, 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16), charakteristika vzorka
je uvedena v tabulce (Tab. 6). Vzorky byly porovnavany s pozadim (vzorky 1 a 2). Izolace
DNA byla provedena dle navodu ke kitu Powersoil DNA IsolationKit s modifikaci lyze
bunék (Kap. 7.3.1.1). Postup amplifikace DNA je popsan v kapitole 7.3.2. Pouzité primery
jsou uvedeny tabulce (Tab. 5). Pro amplifikaci krat§iho DNA fetézce byly pouzity primery
s GC svorkou. Ziskané amplikony byly detekovany elektroforetickou soustavou (postup
Kap. 7.3.3). Jako standard byl pro agar6zovou elektroforézu pouzit DNA Marker: 200 —
1600 (AscoProt Biotech). Pro amplifikaci prvniho stupné i druhého stupné byl pouzit
GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega).

Poradi vzorki na agardzovém gelu po prvnim stupni PCR reakce bylo nasledujici
(Obr. 42): 1: standard, 2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: standard, 5: vzorek 5, 6: vzorek 6,
7: standard, 8: vzorek 7, 9: vzorek 8, 10: vzorek 11, 11: vzorek 12, 12: vzorek 15, 13:
vzorek 16, 14: standard (Tab. 6). Negativni kontrola byla negativni.

Obr. 42. Prvni stupenn PCR pro doménu Bacteria - DNA izolovana z horninového prostredi
— aplikace ISCO (persulfat + elektricky proud) — (pouzité primery FDI1 a RD1)

Na agar6zovém gelu bylo moZno pozorovat amplikony v ocekavané délce cca 1500 par
bazi. DNA izolovand ze vzorku jilu byla na gelu pozorovana ve velmi malé koncentraci
(drahy 2, 5, 8, 10). Po amplifikaci bylo moZno na gelu pozorovat DNA pochézejici ze
stérku (Jamky: 3, 6, 9, 11, 13) v dostatecné koncentraci. Taktéz DNA pochazejici z jilu
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(jamka 12) byla pozorovatelnd v dostate¢né koncentraci. Pro amplifikaci byly pouZzity

primery FD1 a RD1.

Po druhém stupni PCR reakce bylo mozno vzorky na gelu pozorovat ve stejném potadi

jako v ptedchozim piipad¢, s rozdilem - draha 14: negativni kontrola a 15: standard.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1

Obr. 43. Druhy stupenn PCR pro doménu Bacteria - DNA izolovand z horninového
prostredi — aplikace ISCO (persulfat + elektricky proud) - (pouzité primery GC 341f a
518r)

Po amplifikaci DNA s primery GC 341f a 518r bylo mozno pozorovat produkty (Obr. 43)

v ocekavané délce (cca 200 para bazi).

Na TGGE byly pouzity krat$i PCR produkty s GC svorkou (GC 341fa 518r). Do sampléru
bylo aplikovano 10 pl amplikonu. Bylo pracovano s horizontalnim elektroforetickym
systétmem (TGGE Maxi System, Biometra - Postup TGGE viz Kap. 7.3.4). Jako standard
byl pouzit Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder (Biolabs. Inc. New England).

Vysledek gelové elektroforézy v teplotnim gradientu je zndzornén na polyakrylamidovém
gelu (Obr. 44). Na fotografii je mozno vidét signaly dominantnich mikroorganismu, které
se vyskytovaly ve vzorcich, patficich do domény Bacteria. Potfadi vzorkd na
polyakrylamidovém gelu bylo nasledujici (Tab. 6): 1: standard, 2: vzorek 16, 3: vzorek 12,
4: vzorek 8, 5: vzorek 6, 6: vzorek 15, 7: vzorek 11, 8: vzorek 7, 9: vzorek 5, 10: vzorek 1,
11: standard.
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Obr. 44. Vysledek TGGE analyzy domény Bacteria na
polyakrylamidovém gelu - DNA izolovana z horninového

prostiedi — aplikace ISCO (persulfat + elektricky proud)
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Signaly dominantnich mikroorganismii bylo mozno sledovat pii ozéfeni gelu UV zafenim
na transiluminatoru. Pozorované signaly byly oznaceny a z gelu vyfezany (Obr. 45) a
uchovany pfi teploté — 20 °C. Pro identifikaci mikroorganismiti, by vyfezana DNA méla byt

reamplifikovana, purifikovana a sekvenovana.

Obr. 45. Sledované dominantni

mikroorganismy — ISCO (persulfat
+ elektricky proud)

V jamkach 10 - 2 bylo DNA z lokalit, na které byl aplikovan persulfat a elektricky proud
(3 — 5 aplikaci). V draze 4 (vzorek 8) a 8 (vzorek 7) byly vzorky odebrané 18. 12. 2013, a
to 2 tydny po posledni aplikaci oxidacnich ¢inidel a elektrického proudu. V jamkach 7
(vzorek 11) a 3 (vzorek 12) bylo mozno sledovat amplikony DNA ze vzorku, které byly
odebrany 26. 2. 2014 (3 mésice po posledni aplikaci). Vzorky, které byly odebrany
6 mésict po posledni aplikaci (odbér 24. 4. 2014), bylo mozno pozorovat v jamkach 6
(vzorek 15) a 2 (vzorek 16).

V drahach 10 — 6 byly amplikony DNA ze vzorku jilu. V jamce 10, kde se nachazelo
pozadi, bylo mozno pozorovat dva signaly. TaktéZz bylo moZno pozorovat dva signaly
mikroorganismil v draze 9 — lokalita, které byla pfipravena na aplikaci oxidacnich ¢inidel.
V drahach 8 — 6 je moZno pozorovat postupné mikrobidlni oziveni: jamka 8 — 2 signaly,

jamka 7 — 4 signaly a jamka 6 — 4 signaly.
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V drahach 5 — 2 bylo mozno sledovat amplikony DNA pochazejici ze Stérkového
horninového prostiedi. V jamce 5 bylo mozno pozorovat mikroorganismy (6 signali),
jednalo se o vzorek z lokality ptipravené na aplikaci oxida¢nich ¢inidel. V draze 4 bylo
mozno pozorovat taktéz 6 signall. V jamkadch 2 a 3 doslo k ubytku dominantnich
mikroorganismii. V draze 3 bylo moZno pozorovat jiz jen 5 signald a v jamce 2 pouze dva

signaly.

Ve vzorcich jilu a Stérku bylo moZzno pozorovat opaéné tendence. V jilovém prostiedi
dochazelo k oZiveni mikrobidlnich spolecenstev. Po aplikaci persulfatu se pocet
mikroorganismi s nartistajicim Casem zvétSoval. Pfitomné mikrobidlni druhy mohly
pravdépodobné persulfat vyuzivat jako zdroj energie. Opac¢nou tendenci bylo mozno
pozorovat ve vzorcich pochazejicich ze S$térku, kde se mikrobidlni osidleni postupné
zmenSovalo. Po aplikaci persulfaitu doSlo k nepatrnému oziveni mikrobidlnich
spolecenstev, poté pravdépodobné v dasledku jeho spotiebovani dochazelo k ubytku

dominantnich druht.
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8.2.6 PCR reakce a detekce bakterialnich spolecenstvi ve vzorcich horninového

prostiedi — aplikace Bioremediace

DNA byla izolovdna zhorninového prostfedi, na kterém byla aplikovana sanacni
technologie - Bioremediace (vzorky 2, 4, 19, 20). Charakteristika vzorki je uvedena
v tabulce (Tab. 6). Vzorky byly porovnavany s pozadim (vzorky 1 a 2). Izolace DNA byla
provedena dle navodu ke kitu Powersoil DNA IsolationKit (Kap. 7.3.1.1). Byla pouzita
modifikace izolace, kdy vzorky byly pfi lyzi zahiaty na teplotu 70 °C.

Postup amplifikace DNA je popsan v kapitole 7.3.2. Pouzité primery jsou uvedeny tabulce
(Tab. 5). Pro amplifikaci krat§siho DNA fetézce byly pouzity primery s GC svorkou.
Ziskané amplikony byly detekovany elektroforetickou soustavou (postup Kap. 7.3.3). Jako
standard byl pro agar6zovou elektroforézu pouzit DNA Marker: 200 — 1600 (AscoProt
Biotech). Pro amplifikaci prvniho stupné 1 druhého stupné byl pouzit GoTaq® Hot Start

Green MasterMix (Promega).

Vzorky je na agarazovém gelu mozno sledovat Vv nasledujicim potadi (Obr. 46): 1:
standard, 2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: standard, 5: vzorek 3, 6: vzorek 4, 7: vzorek 19, 8:

vzorek 20, 9: standard (Tab. 6). Negativni kontrola byla negativni.

Obr. 46. Prvni stupen PCR pro doménu Bacteria - DNA

izolovana z horninového prostredi — aplikace Bioremediace —

(pouzité primery FDI1 a RD1)
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Na agarazovém gelu bylo mozno pozorovat bandy DNA. Amplifikovanou DNA ze vzorki
jilu (dréhy: 2, 5, 8, 9) bylo na gelu mozno sledovat také, ale ve velmi malé koncentraci. Po
amplifikaci bylo mozno na gelu pozorovat DNA pochazejici ze stérku (jamky: 3, 6, 9, 11)
v dostateéné koncentraci. VSechny amplifikované useky mély pozadovanou délku cca

1500 pérti bazi.

Obr. 47. Druhy stuperi PCR pro doménu Bacteria - DNA

izolovana z horninového prostredi — aplikace Bioremediace -

(pouczite primery GC 341f a 518r)
Pro amplifikaci druhého stupné PCR reakce bylo vyuzito primerdt GC341f a 518r. Na
agar6zovém gelu (Obr. 47) bylo mozno pozorovat amplikony 0 dostate¢né koncentraci a
piedpokladané délce (cca 200 pard bazi). Potadi vzorku bylo nasledujici: 1: standard,
2: vzorek 1, 3: vzorek 2, 4: vzorek 3, 5: vzorek 4, 6: vzorek 19, 7: vzorek 20, 8: negativni
kontrola, 9: standard (Tab. 6)

Na TGGE byly pouzity krat$i PCR produkty s GC svorkou (GC 341fa 518r). Do sampléru
bylo davkovano 10 pl amplikonu. Bylo pracovano s horizontalnim elektroforetickym
systétmem (TGGE Maxi System, Biometra - postup TGGE viz kapitola 7.3.4). Jako
standard byl pouzit Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder (Biolabs. Inc. New England).

Vysledek gelové elektroforézy v teplotnim gradientu je znazornén na polyakrylamidovém
gelu (Obr. 49). Na fotografii je mozno vidét signaly dominantnich mikroorganismu, které

se vyskytovaly ve vzorcich, patficich do domény Bacteria. Poradi vzorkii na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 96

polyakrylamidovém gelu bylo nasledujici: 1: standard, 2: vzorek 20, 3: vzorek 4, 4: vzorek
2, 5: vzorek 19, 6: vzorek 3, 7: vzorek 1, 8: standard (Tab. 6).

Obr. 48. Sledované dominantni

mikroorganismy — Bioremediace

Pocet dominantnich mikroorganismii bylo opét mozno pozorovat pii ozafeni gelu UV
zafenim na transilumindtoru. Pozorované signaly byly oznafeny a z gelu vyfezany
(Obr. 48) a uchovany pii teploté — 20 °C. Pro identifikaci mikroorganismii, by vyfezana

DNA méla byt reamplifikovana, purifikovdna a sekvenovana.
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Obr. 49. Vysledek TGGE analyzy domény Bacteria

na polyakrylamidovéem gelu - DNA izolovana

Z horninového prostredi — aplikace Bioremediace
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Na obrazcich (Obr. 48, Obr. 49) je pozorovatelnda zména v mikrobialnim osidleni pii
bioremediaci ptid. Do kontaminovanych ptid byly davkovany inoluka a nutrienty. Vzorky 3
(draha 6) a 4 (draha 3) byly odebrany 12. 9. 2013 a na dané lokalité probihala po dobu cca
2 roky aplikace inokula a nutrientti, minuly rok pouze aplikace nutrientti. V jamkéach 5
(vzorek 19) a 2 (vzorek 20), se nachazely vzorky odebrané dne 24. 4. 2014, na lokalité
byly aplikovany pouze nutrienty, po cca 6 mésicich. V drahach 7 a 4 bylo mozno sledovat

mikrobialni osidleni v pozadi, které bylo kontaminované ropnymi uhlovodiky.

V jamkach 5 — 7 byly vzorky pochdzejici z prostiedi jilu a v drahach 4 — 2 se nachazely

vzorky ze Stérku.

V horninovém prosttedi bylo mozno pozorovat o¢ekavané mikrobialni oZiveni. Amplikony
pochazejici ze vzorku Stérku: pozadi — vzorek 2 (jamka 4) — 2 signaly, vzorek 4 (jamka 3)
— 5 signald a vzorek 20 (jamka 2) — 8 signalt. Podobny trend je sledovatelny i u amplikont
z jilu: pozadi — vzorek 1 (draha 7) — 3 signaly, vzorek 3 (draha 6) — 4 signaly a vzorek 19
(dréha 5) — 7 signalt.

Ze ziskanych vysledkii je patrné, ze po aplikaci inokula a nutrienti byly podpoteny
aplikované inukulované mikroorganismy. Nasledné¢ dosSlo i k podpofeni mikrobialnich
dalsich spolecenstev, diky opakované aplikaci nutrientd, které se vyskytovaly v daném

prostiedi.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na sledovani mikrobiologie biodegradacnich procest
pomoci molekularné biologickych metod. V ramci prace bylo vyuzito dvou modifikaci
PCR reakce (,,TouchDown*, ,Nested). Pro detekci amplifikovanych usekd bylo vyuzito
klasické agardzové elektroforézy a pro jejich separaci gelové elektroforézy v teplotnim
gradientu (TGGE). Metoda TGGE byla adaptovana na analyzu domény Archaea. Pro
adaptaci bylo vyuzito nukleovych kyselin izolovanych z digestatu a z horninového
prosttedi. Horninové prostfedi, kde bylo analyzovano mikrobialni zastoupeni, pochazelo
Z lokality kontaminované ropnymi uhlovodiky. Na lokalité byly aplikovany tfi modifikace
sanacnich technologii: In situ chemickd oxidace (modifikované Fentonovo ¢inidlo), In situ

chemické oxidace (persulfat + elektricky proud) a Bioremediace.

Podrobnéji byly sledovany zmény mikrobialniho zastoupeni béhem biodegradace ropnych

uhlovodikt pro doménu Bacteria.
Na zéklad¢ ziskanych vysledkt, 1ze konstatovat:

e pro izolaci nukleovych kyselin z horninového prostiedi je optimalni vyuzit
komercné prodavaného kitu s modifikaci lyze bunék,

e Dbyla uspésné provedena adaptace TGGE pro analyzu domény Archaea,

e metoda TGGE byla optimalizovina na analyzu DNA, kterd pochazela
Z horninového prostredi,

e lze konstatovat, Ze bakterialni slozeni béhem sanace ptd se méni,

e pii aplikaci modifikovaného Fentonova ¢inidla, dochazi pravdépodobné k inhibici
mikroorganismi ptitomnych v sanovanych piidach,

e Vv piipad¢ aplikace persulfatu a elektrického proudu bylo mozno pozorovat rozlisné
vysledky,

e Vjilovém prostiedi po aplikaci persulfatu doslo k mikrobidlnimu oZiveni,

e ve Sté€rku se se spottebou persulfatu, ktery byl aplikovan, mikrobidlni osidleni
snizovalo,

e pii aplikaci nutrientd a inokula do horninového prostiedi (bioremediace), bylo

mozno pozorovat o¢ekavané mikrobidlni oziveni.

Zaveérem, lze fici, Ze metoda TGGE byla Gspésné adaptovana na analyzu mikrobidlnich

spolecenstev v horninovém prostiedi, kde se DNA nachazela v nizké koncentraci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
bp

C
DGGE
DNA
dNTPs

dsDNA

ISCO
kp
PCR
RPM
rRNA

ssDNA

TGGE
TPH

uv

Adenin.

Pary bazi.

Cytosin.

Gelova elektroforéza v gradientu denaturacnich ¢inidel.
Deoxyribonukleova kyselina.
Deoxynukleotidtrifosfaty.

Dvoufetézcova deoxyribonukleova kyselina.
Guanin.

In situ chemickd oxidace.

Kilo bazi.

Polymerazova fetézova reakce.

Pocet otacek za minutu.

Ribozomalni ribonukleova kyselina.
Jednoftetézcova deoxyribonukleova kyselina.
Thymin.

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu.
Total petroleum hydrocarbons.

Ultrafialové zafeni.
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