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ABSTRAKT

Byly zkoumany kultury isolované z ptedchézejicich bakalarskych praci. Tyto kultury byly
zkoumany z pohledu biochemickych, rastovych, degradacnich vlastnosti a pochazely
z povrchovych vod — tekoucich, stojatych a pramennych. Bylo zjisténo, ze vSechny kultury
jsou schopny rozkladat N-methyl-2-pyrrolidon v koncentraci 300 mg/l. Kultury maji rizné
biochemické vlastnosti. Nékteré kultury maji napiiklad schopnost rychlé degradace, jsou
schopné rist pii vysSich koncentracich soli, jiné jsou na ptitomnost soli citlivé a nékteré
jsou schopny rozkladat zvysené koncentrace N-methyl-2-pyrrolidonu. Tyto kultury patii
jak mezi gramnegativni, tak grampozitivni bakterie a bylo zjisténo, ze patii do rodi Pseu-
domonas, Rhodococcus, Mesorhizobium, Patulibacter, Rhizobium, piipadné Agrobacteri-

um.

Klicova slova: N-methyl-2-pyrrolidon, bakterie, degradace, povrchové vody, identifikace

ABSTRACT

Bacterial cultures isolated from running, stagnant and spring water samples during previ-
ous bachelor’s thesis were investigated. These cultures were examined from the perspec-
tive of their biochemical, growth and degradation properties. It was found that all the cul-
tures were capable to N-methyl-2-pyrrolidone degradation at its concentration of 300 mg/I.
The cultures possessed different biochemical characteristic; for example, some of them
were able to cause rapid degradation and were able to grow at higher salt concentrations,
whilst the other were salt sensitive and some of them were able to degrade increased N-
methyl-2-pyrrolidone concentrations. All the cultures were identified and involve both the
gram-negative and gram-positive bacteria. It was found that they belong to Pseudomonas,

Rhodococcus, Mesorhizobium, Patulibacter, Rhizobium or Agrobacterium genera.

Keywords: N-methyl-2-pyrrolidone, bacteria, degradation, surface water, identification
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UvVOD

Lidé produkuji rizné primyslové slou¢eniny, které se po pouziti nebo pii nezadoucim uni-
ku dostavaji do zivotniho prostiedi. Tyto slouceniny mohou nékdy zptsobovat velké pro-
blémy, z environmentalniho i zdravotniho hlediska. Proto je nezbytné znat chovani téchto

latek v prostiedi.

O N-methyl-2-pyrrolidonu v aktivovaném kalu vime, Ze podléha rychlé degradaci, ale
v povrchovych vodach, jak zjistily pfedchozi tfi bakalarské prace, mize, byt nemusi do-
chazet kjeho rychlé biodegradaci. V nékterych piipadech bylo zjisténo, ze dochézi

k biodegradaci pomérné pomalu.

Obecné nas zajima, jaké mikroorganismy jsou schopné rozkladu priimyslovych sloucenin.
Tyto mikroorganismy chceme poznavat a piipadné v budoucnu vyuzivat. Proto je tato di-
plomova prace zaméfena na poznavani isolovanych kultur z predchdzejicich bakalatskych

praci na UIOZP.
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1 1I-METHYL-2-PYRROLIDON

1-methyl-2-pyrrolidon je také znamy jako N-methyl-2-pyrrolidon (zkratkou NMP), ang-
licky N-methyl-2-pyrrolidone, N-methylpyrrolidone, 1-methyl-2-pyrrolidone nebo 1-
methyl-2-pyrrolidinone [1]. Jedna se o bezbarvou hygroskopickou kapalinu charakteristic-
kého zapachu po ¢pavku [2]. Svou strukturou patii mezi péticlenné dusikaté heterocykly
(y-laktamy, viz Obrazek 1 — Struktura NMP).

N O

|
CHs;

Obrazek 1 — Struktura NMP

1.1 Pouziti

NMP se pouziva k mnoha riznym aéelim. Je pouzivan hlavné jako rozpoustédlo pro ex-
trakci v petrochemickém priumyslu, pro odstranéni barev, graffiti, natéra v pracovnim pro-
sttedi. Pouziva se také jako ptisada do rtiznych insekticidi, herbicidl a fungicidii. NMP se
dale pouziva jako meziprodukt ve farmaceutickém primyslu a jako pfisada do kosmetic-

kych vyrobka. [3]

1.2 VIastnosti

NMP je bazicka, polarni sloucenina s vysokou stabilitou [4]. Je dobfe rozpustny ve vodé,
mirné rozpustny v alifatickych uhlovodicich a rozpousti mnoho organickych a anorganic-
kych sloucenin. Déle je misitelny s niz§imi alkoholy a ketony, s ethery, acetonem, chloro-

vvvvvv

je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 — Souhrn nejdalezitéjsich fyzikalnich a chemickych vlastnosti NMP [2], [5]
Molekulovy vzorec CsHgNO
Molarni hmotnost 99,13 g/mol
Hodnota pH (100 g/, pti 20 °C) 8,510
Bod varu 202 °C
Bod tani -24 °C
Relativni hustota (pri 20 °C) 1,028 glcm®
Viskozita (pri 20 °C) 1,80 mPa.s
Rozpustnost ve vodé (pri 25 °C) 1000 g/l
Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda - 0,38

1.2.1 Toxikologické vlastnosti
Zda mize mit N-methyl-2-pyrrolidon u lidi toxické ucinky, nebylo dosud dokonale prostu-

dovéano. Vétsina informaci pochézi z pokusii na zvitatech.

Jeden z mala vyzkumu u¢inkt N-methyl-2-pyrrolidonu na lidské zdravi provedla organiza-
ce pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD) a zjistila, ze tato latka velmi rychle pro-
nika lidskou pokozku. Po dlouhodobém piimém kontaktu s lidskou kiizi mize zptsobit

otok kiize, puchyfe nebo popaleniny. [6]

Studie na zvifatech ukazaly, ze muze zpusobit podrazdéni dychacich cest a oc¢i. Podle
Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 (REACH) nebyla u NMP zjis-
téna karcinogenita ani mutagenita, avsak latka byla zafazena do 2.kategorie reprodukéni

toxicity (mtize poskodit plod v téle matky). [2]

N-methyl-2-pyrrolidon se dobie vstiebava do téla jak inhalac¢ni cestou (40 — 60 %), tak ptes
ktzi (< 100 % v zavislosti na podminkach). U lidi je NMP distribuovan do celého organismu
a je odstraniovan ptfedevsim hydroxylaci na polarni slouceniny, které jsou vylucovany moci.
Pfi vniknuti do téla je NMP rychle pfeménén na hlavni metabolit, kterym je 5-hydroxy-N-
methyl-2-pyrrolidon (5-HNMP), ten je dale oxidovan na N-methylsukcinimid (MSI), ktery je
hydroxylovan na 2-hydroxy-N-methylsukcinimid (2-HMSI) (viz obrazek 2). Béhem 24 ho-

din je z téla mo¢i vylouceno kolem 80 % téchto metabolitt. [4]
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Obrazek 2 — Metabolismus N-methyl-2-pyrrolidonu v lidském téle [4]

NMP ma nizkou akutni toxicitu pfi oralni, dermdlni a inhala¢ni expozici. Akutni toxicita
byla testovana na potkanech a kralicich. Testovanim akutni toxicity na potkanech oralni
cestou byla zjisténa letalni davka LDso, kterad Cini 3 598 mg/kg. Dale pfi inhalaci par byla
letalni koncentrace LCso > 5,1 mg/l / 4h. Letalni davka LDsp u kraliki dermalni aplikaci
byla 8000 mg/kg. [2]

1.2.2 Ekotoxikologické vlastnosti

Podle agentury pro ochranu zivotniho prostfedi USA (EPA) je ekologické nebezpeci NMP
ve vodach povazovano za nizké, NMP ma také nizkou bioakumulaci a biokoncentracni
faktor. Studie biodegradaci opakované ukéazaly, Ze tato latka je pomé&rné snadno biologicky
odbouratelna. [4]

Pii testovani na rybach Lepomis macrochirus byla zjisténa letalni koncentrace LCsg
s hodnotou 832 mg/l / 96 h. Dale byly provedeny testy na perloockach druhu Daphnia mag-
na, u tohoto testu byla hodnota uéinné (efektivni) koncentrace ECs stanovena na 4 797 mg/I
/ 48 h. Inhibi¢ni koncentrace ICsp u fas (druh Desmodesmus subspicatus) byla vétsi nez 500
mg/l / 72 h. [2]

Na rozdil od udaji uvedenych v bezpecnostnim listu spole¢nosti PENTA, zcela jiné vy-
sledky ekotoxicity NMP zjistili autoti C.-H. Lan, C.-Y. Peng a T.-S. Lin, ktefi zkoumali
akutni toxicitu rovnéz na Daphnia magna a zjistili, ze stfedni letalni davka LCso dosahuje
hodnot 2,50 mg/l / 24 h. a 1,23 mg/l / 48 h. Vysledky tak ukazaly, Ze toxicita NMP vici
Daphnia magna je vyssi nez napiiklad toxicita methanolu, ethanolu, formaldehydu nebo
chloroformu. Tato studie tedy ukazuje, ze NMP muze vazné ovlivnit vodni ekosystém,

jakmile je vypustén nebo transportovan do vodniho prostiedi. [7]

Protoze je o mikrobilni degradaci N-methyl-2-pyrrolidonu velmi malo odbornych ¢lanku

a vyzkumnych studii, zamétim se na strukturné blizkou latku - pyrrolidin.
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2 PYRROLIDIN

Pyrrolidin (C4HgN) je heterocyklicka dusikata sloucenina a patfi mezi biogenni aminy.

()

N
H

Obrazek 3 — Struktura pyrrolidinu
2.1 Vyskyt a jeho pouziti

Je to bézna ptirodni sloucenina, vyskytuje se napiiklad v zelening, mléénych vyrobcich,
cigaretach, alkoholickych napojich a kaveé. Pouziva se také v chemickém primyslu, pii

vyrobé IéCiv a antibiotik a jako urychlova¢ vulkanizace. [8]

2.2 Vlastnosti

Jedna se o bezbarvou az nazloutlou kapalinu charakteristického zapachu po ¢pavku. Je misitel-

na s vodou, rozpustna v ethanolu, ethyletheru a mirné rozpustna v benzenu a chloroformu. [8]

2.3 Bakterialni degradace pyrrolidinu

Autofi M. Trigui, S. Pulvin, P. Poupin a D. Thomas se ve své studii vénovali biologické roz-
lozitelnosti pyrrolidinu pomoci gramnegativni bakterie Pseudomonas putida. Tato bakterie je
schopna vyuzit pyrrolidin jako jediny zdroj dusiku, uhliku a energie. Schopnost rozkladu
pyrrolidinu v ¢isté kultufe byla provedena v kapalném médiu mineralnich soli. JelikoZ byl
pyrrolidin pouzit jako jediny zdroj uhliku, dusiku a energie, byl pyrrolidin rozloZzen béhem
24 hodin. Prvnim krokem degrada¢ni drahy pyrrolidinu, nutnym pro otevieni jeho kruhu, je a-
hydroxylace na atomu uhliku, sousedicim s aminoskupinou, s naslednym rozstépenim C — N
vazby, coz vede ke vzniku nestabilniho meziproduktu - y-aminobutyraldehydu. Tento mezi-
produkt je dale oxidovan na y-aminomaselnou kyselinu a ta je deaminovana ptes ptislusny

aldehyd na kyselinu jantarovou. Degrada¢ni draha je znazornéna na obrazku 4. [9]

Fig. 4. Proposed pathway for the degradation of pyrrolidine by Pseudomonas putida O1G3. (A) Pyrrolidine. (B) 2-Hydroxypyrrolidine.
(C) y-Aminobutyraldehyde. (D) y-Aminobutyrate. (E) Succinic semialdehyde. (F) Succinic acid.

A B c D E F
NADH NAD+ =
< > > [ 1\ o [ CHO —» : s » &Ho Coon
N N"oH Y Nl \waDH 2 Sl aaicn
H H NAD+

Obrazek 4 — Navrhovana draha degradace pyrrolidinu pomoci bakterie Pseudomonas putida [9]
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Dalsi studii aerobni a anaerobni degradace pyrrolidinu za pfitomnosti denitrifikacnich bak-
terii se zabyvali autofi Hee-Sung Bae a kol. Za Gc¢elem poznani metabolické drahy rozkla-
du pyrrolidinu se autofi pokusili testovat aktivitu enzymt, pravdépodobné kli¢ovych pii
rozkladu pyrrolidinu. Enzymy byly nasledujici — pyrrolidin dehydrogenasa (PYR-DH),
pyrrolidin monooxygenasa (PYR-MO), kyselina y-aminomaselna/a-ketoglutarat amino-
transferasa (GABA/a-KG-AT) a sukcinat semialdehyd dehydrogenasa (SSAL-DH). Pro
tyto pokusy byly pfipraveny bezbunécné extrakty ze tfi aerobnich bakteridlnich kment —
TGOPY13 (patfici do skupiny bakterii Thauera), CJANPY1 (skupina Castellaniella) a
TJOPY13 (skupina Rhizobium), rostouci na pyrrolidinu za aerobnich a denitrifika¢nich
podminek. Aktivita vSech vySe uvedenych enzymi byla zjisténa, s vyjimkou enzymu
pyrrolidon monooxygenasy, coz umoznilo sestavit metabolickou drahu rozkladu pyrrolidi-
nu. Aktivita enzyma zahrnutych v metabolismu pyrrolidinu, méfena u tfech uvedenych

izolath za aerobnich a denitrifikaénich podminek je znazornéna v tabulce 2.

Tabulka 2 — Specificka aktivita enzymi zahrnutych v metabolismu pyrrolidinu za aerobnich
a denitrifika¢nich podminek [10]

Specificka aktivita enzymii
Kmen Enzym [mU/mg proteinu]
Aerobni podminky | Anaerobni podminky
PYR-DH 13,0£9,0 7,5+3,1
TGOPY 13 PYR-MO <0,1 <0,1
(skupina Thauera) | GABA/o-KG-AT 24,9 + 8,7 15,0 £ 4,7
SSAL-DH 104,9 +£ 12,5 78,4+ 17,6
PYR-DH 16,0+ 1,4 6,3 £1,3
CJANDY1 PYR-MO <0,01 <0,01
(skupina Castellaniella) | GABA/a-KG-AT 11,4+0,3 12,7 +2,6
SSAL-DH 414+1,8 261,3+0,1
PYR-DH 73+£1,2 6,1 £0,1
TJOPY13 PYR-MO <0,01 <0,01
(skupina Rhizobium) | GABA/a-KG-AT 33,5+23 89+25
SSAL-DH 2626 + 1,8 186,7 + 10,4
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Obrazek 5 znazornuje navrhovanou drédhu pro aerobni a anaerobni degradaci pyrrolidinu na
zaklad¢é enzymovych aktivit. Za téchto podminek je pyrrolidin vzdy nejprve oxidovan po-
moci pyrrolidin dehydrogenasy na A'-pyrrolin, ktery je pfeveden neenzymovou hydroly-
tickou reakci na y-aminobutyraldehyd. Témito kroky se uvedena metabolickd draha 1i$i od
metabolické drahy popsané na Obrazek 4. I'-aminobutyraldehyd mtize pak byt nasledné
preménén aminobutyraldehyd dehydrogenasou na y-aminomadselnou kyselinu (GABA),
jejiz dalsi pfeména je katalyzovana GABA/a-KG aminotransferasou. Vznikly semialdehyd

kyseliny jantarové je pak dehydrogenazou pfeménén na kyselinu jantarovou. [10]

OO Coor
C=0 NHi-C-H
a-Ketoglutaric acid QH: CH,  Glutamic acid
CH; CH;
coo coor
) 1 Hz0 ] 2 3 i 4
| — ) —I — - N —
- T~ (i HOOC COOH
X“N/ = NH:CHU 3 1.['(;.()H CHO COOH
Ha —
Pyrrolidine Al-Pyrroling Y-Aminobutyraldehyde  y—Aminobutyric acid Succinate semialdahyde Succinic acid
3/// 7
4
~ -~
H;

2-Hydroxypyrrolidine

Fig. 3 Proposed pathway for the aerobic and anaerobic degradation of I Pyrrolidine dehydrogenase, 2 y-aminobutylraldehyde dehydroge-

pyrrolidine by three heterocyclic amine-degrading isolates, strains nase, 3 GABA/x-KG aminotransferase, 4 succinate semialdehyde
TGOPY13 (Thauera group), CIANPY | (Castellaniella group), and dehydrogenase, 5 pyrrolidine monooxygenase. The enzyme activity
TIOPY 13 (Rhizobium group). Compounds in bracket are hypothetical. assayed in this study was indicated by the bold arrows

Obrazek 5 — Navrhovana draha aerobni a anaerobni degradace pyrrolidinu [10]
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3 VYSLEDKY PREDCHOZiICH BAKALARSKYCH PRACI
Na téma mikrobialni degradace N-methyl-2-pyrrolidonu byly provedeny tfi bakalaiské

prace, které se liSily typem vod, v nichz byla degradace zkoumana.

3.1 BcP J. Fuskova — Mikrobialni degradace NMP v povrchové stojaté

vodé

Bakalarska prace se zabyvala pfedev§im zkoumanim rozkladu N-methyl-2-pyrrolidonu
Vv povrchové stojaté vod¢, ktera byla odebrana z mokiadu z lokality pfirodni pamatky Rako-
sina ve Stfitezi nad Be¢vou. Celkem byla provedena dvé sledovani rozkladu. Na jafe roku
2012 byl proveden prvni tzv. ,,orienta¢ni” pokus a na podzim roku 2012 druhy, podrobnéj-
§i pokus. Vzorky vod byly v obou pokusech nadavkovany do kultiva¢nich 1ahvi, které ob-
sahovaly NMP o koncentraci 300 mg/l a mineralni soli. Rozklad NMP byl sledovan stano-
vovanim koncentrace rozpusténé¢ho organického uhliku (DOC). U prvniho ,,orienta¢niho*
pokusu rozklad zapocal po 15 dnech, a to pouze v jedné ze dvou pokusnych lahvi. Po cel-
kem 90 dnech kultivace byl NMP spotiebovan pfitomnymi mikroorganismy iVve druhé
lahvi, nebot’ hodnoty koncentrace DOC poklesly na hodnoty DOC odpovidajici vode bez
piidavku NMP. V jarnim i1 podzimnim pokusu bylo ve vod¢ zjisténo velice malé vstupni
mnozstvi bakterii. Druhy pokus probihal odlisné nez prvni. Pocet odebiranych vzorkt
v prubéhu kultivace byl daleko vyssi a odbéry probihaly ptiblizné ve stejnych casovych
intervalech. Proces biodegradace NMP probihal témét ve vSech lahvich razné, ziejmé diky
velmi nizkému poctu bakterii ve zkoumané vodé¢. Po 80 dnech experimentu rozklad NMP
nenastal v jedné lahvi ze Ctyt, zatimco v ostatnich lahvich byl NMP prakticky uplné€ rozlo-
zen. Zvlastnosti v druhém pokusu bylo nalezeni piitomnosti korys$i rodu Daphnia v pouzité
vodé. Po provedené biodegradaci NMP byly ziskdny dvé kultury se schopnosti NMP roz-
Kladat. Z prvniho pokusu to byla kultura oznac¢ena jako JF1 a z druhého pokusu kultura
oznacena jako S (Sed4). Provedenim laboratornich testii byly zjistény jejich zakladni vlast-
nosti. Obé kultury byly nefermentujici bakterie a pozitivni na katalasu. Kultura S byla po-
zitivni na cytochromoxidasu, zatimco kultura JF1 negativni. Pomoci Gramova barveni bylo
zjisténo, ze jsou obé kultury zcela odlisné. Diky tomu, Ze kultura S byla zjiiténa jako
gramnegativni bakterie, bylo mozné provést NEFERMtest 24, jehoz vysledky vsak identi-
fikaci této kultury neumoznily. Kultura JF1 byla grampozitivni nepravidelnou ty€inkou.
Prace ukazala, ze v pouZité piirodni stojaté vodé je NMP mikrobidlné odbouratelny, avSak

doba tohoto procesu je relativné dlouha a vyzaduje trvani kolem 80 dnti. [11]
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3.2 BcP M. Smélik — Mikrobialni degradace NMP v povrchové tekouci

vodé

Bakalaiska prace se zabyvala rozkladem N-methyl-2-pyrrolidonu v tekouci povrchové
vod¢, ktera byla odebrana z feky Dievnice ve Zlin€. Prace se skladala ze dvou pokusi.
Vzorky vody z prvniho jarniho pokusu obsahovaly jen malé vstupni mnozstvi heterotrof-
nich bakterii, avSak ve druhém podzimnim pokusu vstupni pocet bakterii znacné vzrostl.
Tato skutecnost byla zfejmé zpilisobena tim, ze ptes 1éto nariista ve vodnich tocich biomasa
a tim 1 poCty bakterii. Dalsi ¢asti jarniho pokusu bylo sledovani rozkladu NMP ve vzorcich
vod. Ty byly nadavkovany do kultivacnich 1dhvi, do kterych byl ptidan NMP o koncentraci
300 mg/l a mineralni soli. Poté probihala kultivace, pii které jiz po péti dnech doslo
K téméf Gplnému rozkladu NMP. Druhy podzimni pokus probihal obdobné jako prvni
a bylo zjisténo, ze zna¢na ¢ast NMP byla rozloZena po ¢tyfech dnech od zahajeni kultivace
a po dalsich tficeti dnech byl rozlozen NMP uplné. Celkovy rozklad NMP tedy probihal 35
dni. Po provedené biodegradaci se podatilo z prvniho pokusu ziskat dvé kultury schopné
rozkladat NMP, oznacené jako MS1 a MS2 a z druhého pokusu dalsi dvé kultury, oznace-
né jako MSY a MSZ. Kultury byly podrobeny riznym testiim, diky kterym se podafilo
zjistit, ze se jedna o gramnegativni nefermentujici bakterie ty¢inkovitého tvaru, které byly
pozitivni na katalasu a cytochromoxidasu. Dale bylo zjisténo, ze kultury MS2 a MSZ maji
schopnost produkovat fluorescentni pigment. VSechny kultury byly schopné rist pti 37 °C,
nikoliv vSak pii 43 °C. Diky tomu, Ze vSechny kultury byly gramnegativni bakterie, bylo
mozné provést NEFERMtest 24. Vysledky tohoto testu ukazaly, ze vSechny bakterie spa-
daly do rodu Pseudomonas. S vysokou pravdépodobnosti byl u kultury MS1 uréen i druh,
ato Pseudomonas fluorescens. U ostatnich kultur bylo zapotiebi k ur¢eni druhti provést
dodate¢né testy. Tim byla kultivace pii 4 °C, ktera zjistila, ze kultury MS2, MSY a MS
patii do druhu Pseudomonas putida, jelikoz tento druh roste pti vyssich teplotach nez 4 °C.
Tato bakalaiska prace ukazala, ze N-methyl-2-pyrrolidonu je biologicky odbouratelny

i v béznych fi¢nich vodach, a to béhem nékolika dnd. [12]
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3.3 BcP A. Cernotova — Biodegradace NMP v pramennych vodach

Cilem této bakalaiské prace bylo piedevsim zjistit, zda je N-methyl-2-pyrrolidon biologic-
ky rozlozitelny v pramennych vodach. Vzorky vod byly odebrany z ptirodniho parku Vi-
zovické vrchy, v blizkosti obce Jasenna. Byly odebrany dva vzorky pramenité vody, prvni
pod zkratkou J, vytékajici z lesa a druhy pod zkratkou R z louky. Probihaly celkem dva
pokusy — jarni a podzimni. V jarnim pokusu byl ve vodé¢ zjistén velice maly pocet heterot-
rofnich bakterii. Rozklad NMP byl sledovan v kultiva¢nich lahvich s mineraly a NMP,
v koncentraci 300 mg/l. Po urcité dobé byly stanoveny hodnoty rozpusténého organického
uhliku (DOC). Hodnoty DOC ukazaly, Ze po celkem 140 dnech doslo k celkovému rozkla-
du NMP. U podzimniho pokusu byl zjistén vétsi pocet heterotrotnich bakterii nez u jarniho
pokusu. Tento pokus byl dislednéjsi, jelikoz byly odebirdny vzorky pro stanoveni DOC
v pravidelnych intervalech. Vysledky DOC ukazaly, ze u vzorkil vody R probéhl rozklad
NMP béhem 49 dni. U vzorki vody J se vSak rozklad 1i§il. V jedné 1ahvi ze Ctyt trval roz-
klad delsi dobu nez u ostatnich, a to 142 dni. U ostatnich 1ahvi doslo k rozkladu NMP beg-
hem 99 dni. Na zavér se podafilo ziskat tii kultury. Z jarniho pokusu to byly dvé kultury
oznaéené jako J20 a RO, a z podzimniho pokusu kultura R4P. S témito kulturami bylo
provedeno pouze Gramovo barveni, které ukazalo, ze se ve vSech ptipadech jedna o gram-

negativni ty¢inky. [13]

Tato bakalaiska prace ukazala, ze i v pramennych vodach ziji bakterie, které
vyuzivaji N-methyl-2-pyrrolidon jako svij substrat, a tim dochazi k jeho biodegradaci.
Biodegradace NMP v téchto vodach vsak probiha daleko pomaleji nez u vod povrchovych

- tekoucich 1 stojatych.
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4 IDENTIFIKACE BAKTERII

Identifikace bakterii je klicovym tkolem prace v mikrobiologické laboratofi. Pti identifi-
kaci neznamych bakterii se pouzivd mnoho riznych metod. Klasické metody identifikace
jsou zalozeny naptiklad na morfologickych, rustovych nebo biochemickych vlastnostech,
avSak nestaci znat pouze tyto zakladni vlastnosti. Identifikace bakterii vyzaduje také zna-
lost molekularné biologickych a genetickych vlastnosti a znalost chemického slozeni bu-
nék. Do téchto metod napiiklad patii DNA-DNA hybridizace, stanoveni zastoupeni bazi
DNA (% obsah G + C), sekven¢ni analyza 16S rDNA a také napt. analyza spektra mast-
nych kyselin. [14]
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 PouZité roztoky a zivné pidy pro kultivaci bakterii

5.1.1 TYA agar (Tryptone Yeast extract Agar, HIMEDIA)

Pro ptipravu zivné pudy bylo navazeno 4,2 g TYA agaru a smichano s 200 ml destilované
vody. Po dikladném rozpusténi byl sterilizovan v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20
minut. Po této dobé byl agar ochlazen na teplotu cca 50 °C a po dokonalém rozmichani

rozlit do ptedem ptipravenych sterilnich Petriho misek.

5.1.2 R2Aagar (HIMEDIA)

3,6 g R2A agaru bylo smichano s 200 ml destilované vody. Po sterilizaci v autoklavu
a ochlazeni byl agar rozlit do Petriho misek.

5.1.3 Masopeptonovy agar (MPA, HIMEDIA)

Navazku 3 g tohoto agaru bylo potieba suspendovat v 200 ml destilované vody a poté ste-
rilizovat pfi 121 °C po dobu 15 minut. Poté byl agar rozlit do Petriho misek.

5.1.4 Mineralni agar

Navazku 1,9 g pripravené smési uvedené v tabulce 3 bylo potiteba suspendovat ve 100 ml
destilované vody. Dale byl ptidan roztok stopovych prvki v objemu 0,2 ml a poté byla
provedena sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 25 minut. Hodnota pH musela byt

v rozmezi 7,2 — 7,4. Po sterilizaci byl agar rozlit do Petriho misek.

Tabulka 3 — SloZeni smési pro piipravu mineralniho

agaru
K;HPO, 0,100 g
NH,CI 0,110 ¢
MgSO,.7H,0 0,020 ¢
FeSO,.7H,0 0,005¢g
CaCl, 0,002 g
Agar 1,600 g
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5.1.5 Mineralni agar s NMP

Postup piipravy mineralniho agaru byl stejny jako v piipadé 5.1.4, avSak po sterilizaci
a ochlazeni na cca 50 °C byl ptidan sterilni 10% roztok N-methyl-2-pyrrolidonu o objemu
1 ml. Po dikladném promichani byl rozlit do pfedem ptipravenych sterilnich Petriho misek.

5.1.6 Zasobni roztoky soli

Kazda sul byla ptipravena navazenim jednotlivého mnozstvi, které je uvedeno v tabulce 4,

a poté rozpusténa ve 100 ml destilované vody.

Tabulka 4 — SloZeni zasobnich roztoku soli

MgSQO,.7H,0 109
Fe(NH4)2(SO,),.6H,0 0,39
CaCl,.2H,0 0,1¢
NH,CI 3,09
NaCl 5049

5.1.7 Mineralni médium

Do odmérné banky na 100 ml bylo nejdiive nadavkovano cca 60 ml destilované vody, poté
byly postupné ptidavany roztoky v mnozstvich uvedenych v tabulce 5. Po dukladném
promichani bylo médium doplnéno destilovanou vodou po rysku a poté sterilizovano

v autoklavu pti 122 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 5 — MnozZstvi zasobnich roztoku k pfipravé mineralniho

média

Roztok A — KH,PO, (9,07 g/l) 2,0 ml
Roztok B — Na,HPO,.12H,0 (23,90 g/l) 8,0 ml
Roztok stopovych prvki 0,2 ml
MgSO,.7H,0 (10 g/l) 1,0 ml
Fe(NH,;)2(S04),.6H,0 (3 g/l) 1,0 ml
CaCl,.2H,0 (1 g/l) 1,0 ml
NH,CI (30 g/l) 1,0 mi
NaCl (50 g/l) 1,0 ml
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5.1.8 Mineralni médium s NMP

Postup ptipravy samotného mineralniho média byl stejny jako v ptipad¢ 5.1.7, avSak po
sterilizaci a zchladnuti byl pfidan sterilni roztok N-methyl-2-pyrrolidonu v riznych kon-
centracich, dle potfeby jednotlivych pokust.

5.1.9 Mineralni médium 2MM (dvakrat koncentrované)

Postup ptipravy mineralniho média byl stejny jako v piipadé 5.1.7, av§ak mnozstvi zasob-
nich roztoku vSech slozek bylo dvojnasobné.

5.1.10 Zasobni roztok gamma-aminomaselné kyseliny (GABA) o koncentraci 5 g/l

0,5 g GABA ve formé prasku bylo rozpusténo v 70 ml destilované vody. Podle potieby
bylo upraveno pH roztokem 0,1% NaOH na hodnotu 7. Poté byl zasobni roztok doplnén
destilovanou vodou po rysku na objem 100 ml. Nakonec byl roztok sterilizovan filtraci
ptes sterilni filtr MILLIPORE MCE o pruméru po6ra 0,22 um do sterilnich zkumavek.
5.1.11 Zasobni roztok N-acetyl-L-phenylalaninu (NAP) o koncentraci 5 g/l

0,05 g NAP ve form¢ prasku bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody a roztok byl sterili-
zovan filtraci (viz vyse) do sterilnich zkumavek.

5.1.12 Fyziologicky roztok

8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1 litru destilované vody.
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5.2 Isolované kultury

V diplomové préci bylo pouzito celkem 8 kultur, ziskanych na FT UTB béhem bakalatské-
ho studia, které byly ulozeny v mrazicim boxu na UIOZP v glycerolu pti -80 °C. Kromé
kultur, popsanych ve vySe uvedenych bakalafskych pracich, byla v této praci pouzivana
i kultura J10, rovndZ uchovana na UIOZP pii -80 °C. Tato kultura byla rovndZ isolovana
v pribéhu BeP A. Cernotové a byla povazovana za identickou s kulturou J20. Viechny tyto

kultury jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 — Seznam pouzitych kultur z bakalaiskych praci

S
JF1
MS1
MS2
J10
320
RO
R4-P

Jana Fuskova [11]

Michal Smélik [12]

Alena Cernotova [13]

5.3 Provadéné pokusy

5.3.1 Stanoveni maximalni rustové koncentrace NMP

Stanoveni probihalo ve sterilnich mikrotitracnich destickach, kdy do jamek sloupcii 1 + 2,
4+5,7+ 8,10+ 11 a do vSech jamek sloupce 12 bylo nejdiive asepticky napipetovano
90 ul mineralniho média 2MM. Poté byla do téchto jamek piidana destilovana voda v ul

podle schématu uvedeného v tabulce 7.

Tabulka 7 — Ptidavek destilované vody do mikrotitraéni desticky v pul

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 | 100
B 90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90
C | 80 | 80 80 | 80 80 | 80 80 | 80 | 80
D | 50 | 50 50 | 50 50 | 50 50 | 50 | 50
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 80 | 80 80 | 80 80 | 80 80 | 80 | 80
G | 50 | 50 50 | 50 50 | 50 50 | 50 | 50
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Dale byl asepticky napipetovan zasobni roztok NMP o koncentraci 10 g/l a 100 g/1 podle

schématu uvedeného v tabulce 8.

Tabulka 8 — Pridavek zasobniho roztoku NMP o koncentraci 10 g/l a 100 g/l v pul

NMP o koncentraci 10 g/l
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0
B | 10 | 10 10 | 10 10 | 10 10 | 10 | 10
C | 20 | 20 20 | 20 20 | 20 20 | 20 | 20
D | 50 | 50 50 | 50 50 | 50 50 | 50 | 50
E | 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 | 100
NMP o koncentraci 100 g/l
F | 20 | 20 20 | 20 20 | 20 20 | 20 | 20
G | 50 | 50 50 | 50 50 | 50 50 | 50 | 50
H | 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 | 100

Nakonec byly vSechny jamky kazdé dvojice sloupct (kromée sloupce 12) naockovany 10 pl
suspenze jedné zkoumané kultury. Jamky sloupce 12 nebyly ockovany, jelikoz slouzily
jako kontrola sterility, proto do téchto jamek byl ptidan fyziologicky roztok o objemu
10 pl. Timto postupem byly ve vSech fadcich (A az H) vSech sloupcii ziskany koncentrace
NMP 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25 a 50 g/l. Desticky byly uzavieny vickem a inkubovany 2, 5
a 10 dna pfti teploté 25 °C. Po inkubaci byl zhodnocen zékal v jamkach a porovnan se sta-

vem jamek ve sloupci 12 a také byl zméfen pomoci spektrofotometru TECAN pii 600 nm.

5.3.2 Sledovani ristu kultur p¥i riznych teplotach

Pokus spocival v naockovani kultur kiizovym roztérem na Petriho misky s R2A agarem

a inkubaci kazdé kultury pti 5, 10, 20, 25, 30, 37 a 45 °C.

5.3.3 Sledovani ristu kultur p¥i zvySenych koncentracich NaCl

Nejdiive bylo nutné piipravit zivnou pidu R2A bez pridavku NaCl a s riznymi koncentra-
cemi NaCl (0,5, 3, 6,5, 10 a 15 % NaCl). Ptiprava byla nasledujici: do $esti lahvi o objemu
50 ml bylo navazeno 0,906 g R2A agaru a do kazdé z lahvi (kromé jedné bez piidavku
NaCl) byla ptidana navazka 0,25, 1,5, 3,25, 5 a 7,5 g NaCl. Tahle smés byla smichana
s destilovanou vodou a poté nasledovala sterilizace v autoklavu. Po sterilizaci byl agar
z kazdé lahve rozlit do tfech Petriho misek. Inkubace vsech misek po naockovani kultur

kiizovym roztérem probihala pti 25 °C.
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5.3.4 Sledovani ristu kultur na gamma-aminomaselné Kyseliné

Do sterilniho mineralniho média o objemu 50 ml bylo ptidano 5,6 ml roztoku kyseliny
gamma-aminomaselné (postup piipravy viz 5.1.10). Tim vznikla koncentrace kyseliny
0,5 g/l. Poté bylo médium asepticky napipetovano do sterilnich zkumavek v mnozstvi 3 ml
a nakonec byly zkumavky kulturami naockovany. Dvé zkumavky zustaly nenaockovany,
jelikoz slouzily jako kontroly. Inkubace probihala na tfepacce pii 25 °C a byla sledovana
tvorba zakalu. Vysledky byly odeCteny jak vizualné, tak pomoci spektrofotometru
SPEKOL 11 pti 600 nm.

5.3.5 Sledovani ristu kultur na N-acetyl-L-fenylalaninu

Do sterilniho mineralniho média o objemu 50 ml bylo pfidano 5,6 ml N-acetyl-L-
fenylalaninu (postup ptipravy viz 5.1.11), tak vznikla koncentrace 0,5 g/l NAP. Poté bylo
meédium rozlito po 3 ml do sterilnich zkumavek a kazda kultura byla do téchto zkumavek
pomoci klicky nao¢kovana. Inkubace probihala na tiepacce pii teploté 25 °C a byla sledo-

vana tvorba zakalu.

5.3.6 Sledovani ristu kultur na 1-octyl-2-pyrrolidonu

Do sterilniho mineralniho média o objemu 50 ml bylo asepticky ptidano 5,6 pul koncentro-
vaného 1-octyl-2-pyrrolidonu. Tim vznikla koncentrace 0,1 g/l. Médium bylo poté rozlito
po 3 ml do sterilnich zkumavek a poté probéhlo o¢kovani kultur do tohoto média. Inkubace

probihala na téepacce pii 25 °C a byla sledovana tvorba zakalu.

5.3.7 Sledovani pohyblivosti degradac¢nich kultur

Podle bodu 4.1.7 bylo pfipraveno mineralni médium o objemu 100 ml. Poté byl tento ob-
jem rozlit do dvou lahvicek po 50 ml a do jedné davky byla pfidana navazka 0,15 g Cistého
agaru. Po sterilizaci a zchladnuti byl do obou davek ptidan roztok NMP do koncentrace
1 g/1, coz bylo 0,5 ml roztoku. Davka s agarem byla rozlita po 3,5 ml do sterilnich zkuma-
vek a davka bez agaru po 3 ml. Kazdé kultura byla naockovana jak do zkumavky s agarem
(vpichem), tak do zkumavky bez agaru. Zkumavky s agarem byly inkubovany v klidu ve
stojanku a zkumavky bez agaru naleZato, s malym pohybem zkumavek na rotacni tfepacce.
Inkubace v obou ptipadech probihala 2 — 10 dni pfi 20 — 25 °C. Hodnoceni pohyblivosti
kultur probihalo u zkumavek s agarem vizudlné¢ (zda ma rist rozbihavy charakter
od provedeného vpichu) a u zkumavek bez agaru bylo provedeno mikroskopické pozoro-

vani pomoci mikroskopu CX41 s fazovym kontrastem, pii zvétsenich 400 X.
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5.3.8 Degradace 300 mg/l NMP jednotlivymi kulturami

Po pripravé mineralniho média o objemu 1000 ml bylo médium rozlito po 120 ml do tfech
lahvi (vzdy pro jednu kulturu) o objemu 500 ml a poté bylo sterilizovano. Po sterilizaci
a nasledném ochlazeni byl do kazdé lahve ptidan sterilni 10% zasobni roztok N-methyl-2-
pyrrolidonu v mnozstvi 360 pl. Tak vznikla koncentrace 300 mg/l NMP. Poté byla kazda
lahev naockovana 120 pl suspenze Cisté kultury o hustoté 2. stupné McFarlandovy stupni-
ce. Nasledné po dokonalém promichani bylo z lahvi asepticky odebrano 8 ml do zkumav-
Ky, z toho 4 ml byly zcentrifugovany pii 10 000 g po dobu 15 minut pii 10 °C a zbylé 4 ml
po promichani zméfeny na spektrofotometru SPEKOL 11 p#i 600 nm. Po centrifugaci byl
z kazdé zkumavky opatrné odebran supernatant o objemu 2 ml a ziedén 4 ml destilované
vody (pomér 1 : 2) a po dokonalém promichani byl stanoven obsah rozpusténého organic-
kého uhliku (DOC) pomoci automatického analyzatoru. Lahve byly kultivovany ve tmé na

tfepacce pii 25 °C.
5.3.9 Vlastnosti kultur

NEFERMtest 24

Souprava NEFERMtest je urcena pro identifikaci gramnegativnich nefermentujicich bakte-
rii. Testy jsou umistény v jamkach délené mikrotitracni desticky. Vzdy tfi fady po osmi
jamkach obsahuji testy pro identifikaci jednoho kmene [15]. Inkubace probihala 48 hodin

pii 30 °C. Testovani bylo provedeno dle navodu vyrobce Erba Lachema s.r.o.

Oxidaéné-fermentacni test

Vsechny slozky, které jsou uvedeny v tabulce 9 byly rozpustény ve 100 ml destilované
vody a po pfidani ¢istého agaru byly rozvateny ve vodni lazni. Po rozpusténi agaru byla
upravena hodnota pH na 7,2 — 7,4. Barva média byla tmavé zelena. Médium bylo poté roz-
lito do zkumavek, které byly poté sterilizovany v autoklavu pti 115 °C po dobu 35 minut.
Po sterilizaci a zchladnuti media byla na klicku nanesena zkoumana kultura a poté byl tou-
to klickou proveden vpich do celého objemu zkumavky s médiem. Kultivace byla prove-
dena pti 25 °C po dobu 7 dnii. U fermentujicich bakterii se zelena barva média zméni
Vv celém sloupci do Zluta. Pokud k takovému zbarveni nedojde, jedna se o bakterie nefer-

mentujici.
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Tabulka 9 — SloZeni média pro oxida¢né-fermentacni test

Pepton 0,24
NaCl 0,59
K;HPO, 0,03 ¢
Bromthymolova modr 0,006 g
Glukosa 10¢g
Cisty agar 0,39

Test na katalasu a cytochromoxidasu

Pfitomnost katalasy byla zjistovana vmichanim inokula zkoumané kultury do kapky 3%
peroxidu vodiku na podloznim skli¢ku. V piipadé pozitivniho vysledku dochazelo okamzi-
té k tvorbeé bublinek kysliku. V ptipad¢ negativniho vysledku neprobéhla zadna viditelna

reakce.

Pritomnost cytochromoxidasy byla zjistovana pomoci komer¢niho testu OXI-test. Na spe-
cialné vyrobeny papirek firmy Erba Lachema bylo rozetfeno inokulum zkoumané kultury.
V piipadé pozitivniho vysledku doslo ke zmodrani papirku. V piipadé negativniho vysled-

ku nedochazelo k zadné barevné zmeéné.

KOH test

Na podlozni sklicko byla naképnuta jedna kapka 3% KOH a v ni byla kli¢kou rozmichana
biomasa zkoumané kultury a bylo pozorovano rozpousténi biomasy a uvoliiovani DNA

V podob¢ vlékna.

5.3.10 Identifikace kultur pomoci molekularné biologické metody

Identifikace kultur byla provadéna pomoci molekularné biologické metody — polymeraso-

vé fetézové reakce s naslednou sekvenaci tisekti genu pro 16S rRNA.

Isolace DNA ze ziskanych bakterii

Cerstvé narostlé kultury na R2A agaru byly klickou umistény do zkumavky s rozbijejicimi
kuli¢kami a poté prob¢hla rychla a dokonald homogenizace. K isolaci DNA u grampozitivnich

bakterii byl pouzivan Power Soil™

DNA Isolation Kit, podle postupu stanoveného vyrobcem.
DNA byla zachycena na kfemicité membrané v kolonce. Kolonka byla promyvéana a eluovana
z membrany. Poté byla DNA pfipravena pro PCR analyzu. [16] Isolace u gramnegativnich

bakterii byla provedena lyzi biomasy bun¢k v destilované vodé 10 minut pii 98 °C.
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Polymerasové fetézova reakce (PCR)

Jde o metodu zmnozeni (amplifikace) urcité ¢asti DNA in vitro ve sméru 5" — 3’ za pomoci
termostabilniho enzymu DNA-polymerasa. PCR probiha ve tiech krocich — denaturace, an-
nealing a elongace (prodluzovani). Denaturace probiha pii teploté 95 °C a dochazi pfi ni
k rozvlaknéni DNA, tedy ke vzniku dvou jednofetézcovych vliaken DNA. Poté probiha tzv.
annealing, kdy dochazi k vazbé primerti na zékladé komplementarity bazi pti 50 — 60 °C.
V poslednim kroku probiha elongace, kdy dojde ke zvyseni teploty na 72 °C a na 3" konce
primeri nasedd DNA-polymerasa a dochézi k prodluzovani fetézce ve sméru 5° — 3°. Tyto

ti'i kroky se nékolikrat opakuji. PCR se provadi v piistroji, ktery se nazyva termocykler. [17]

Priprava smesi latek pro zmnozeni dané DNA a samotny postup PCR

Jednotlivé slozky uvedené v tabulce 10 byly napipetovany do mikrozkumavky a po ptipra-
vé byly mikrozkumavky zcentrifugovany pii otackach 100 rpm po dobu 1 minuty. Byly
pouzity dva primery (syntetické oligonukleotidy) — 341F (CCTACGGGAGGCAGCAG)
a 907R (CCGTCAATTCCTTTGAGTTT).

Tabulka 10 — Slozky pro piipravu reakéni smési pro amplifikaci

dané DNA
Voda pro molekularni biologii 9,5 ul
Roztok primeru 341F 1,0 pl
Roztok primeru 907R 1,0 pl
MasterMix (Roche) 12,5 ul
Vzorek DNA 1,0 pl

Nasledovalo vloZzeni mikrozkumavek do termocykleru a spusténi programu s Kroky, uve-

denymi v tabulce 11.

Tabulka 11 — Nastaveni programu v termocykleru pro PCR

Pocatecni denaturace 2 minuty pii 95 °C
Denaturace 30 s pti 95 °C
Cyklus opakovani 9x Annealing 30 s pii 57 °C
Elongace 60 s pii 72 °C
Denaturace 30 s pi1 95 °C
Cyklus opakovani 34x Annealing 30 s pti 52 °C
Elongace 60 s pfi 72 °C

Zavérecna denaturace 10 minut pii 72 °C
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Kontrola PCR

Kontrola PCR se provadi pomoci gelové elektroforézy. Je to metoda zalozena na separaci
molekul DNA v agarosovém gelu na zéklad¢ jejiho naboje a molekularni hmotnosti. Prin-
cipem metody je tedy pohyb zaporn¢ nabitych molekul DNA v elektrickém poli ke kladné
nabité elektrode.

Postup kontroly PCR gelovou elektroforézou

1% agarosovy gel byl pfipraven smichanim 1 ml agarosy a 100 ml trisacetatového pufru
(TAE) a jeho néslednym rozvafenim. Po ochlazeni gelu byly do gelu ptidany 4 kapky roz-
toku ethidium bromid, coz je fluorescencni barvivo, které se navaze na DNA a zptsobuje
zviditelnéni separovanych molekul. Smés byla promichéna a vlita do formy s hiebinkem,
ktera byla po ztuhnuti gelu pfesunuta do elektroforetické vany. Hiebinek slouZil pro vytvo-
feni jamek potiebnych k davkovani vzorkti do gelu. Po ztuhnuti byl hiebinek vytahnut
a gel byl zalit TAE pufrem, ktery slouzil jako elektrolyt. Do prvni jamky gelu bylo mikro-
pipetou nadavkovano 5 pl markeru v rozsahu 100 — 1500 bp, coz je srovnavaci standard,
ktery obsahuje smés molekul nukleovych kyselin o zndmé molekulové hmotnosti a kon-
centraci a slouzi pro odhad velikosti pozorovanych DNA fragmentti. Do vedlej$ich jamek
gelu byla poté nanesena smés 5 ul amplifikované DNA se 3 pl nanaSeciho pufru, ktery
zatizi DNA (klesne do jamky v gelu) a umoziiuje kontrolu nanaSeni vzorkd do piislusné
jamky a také migraci DNA v gelu. Elektroforéza probihala 30 minut pfi konstantnim napéti

90 V. Po skonceni byl gel vyjmut a pienesen do UV transluminatoru [18], [19].

Purifikace amplifikované DNA

Purifikace (neboli ptecisténi PCR produktt) byla provedena pomoci protokolu Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 15 pl amplifiko-
vané DNA a 75 ul DF pufru a smés byla promichéana na vortexu. Do ¢isté 2ml mikrozku-
mavky byla prelita smés amplifikované DNA a pufru a probéhla centrifugace po dobu
30 s pti 14 000 rpm. Tim doslo k filtraci, kdy ptefiltrovana kapalina byla vylita, kolonka se
ptedélala do nové mikrozkumavky a na ni bylo poté napipetovano 90 ul promyvaciho puf-
ru s ethanolem. Mikrozkumavka byla ponechana 15 minut v klidu a poté zcentrifugovana
po dobu 30 s pii 14 000 rpm. Prefiltrovana kapalina byla opét vylita, kolonka se predélala
do nové mikrozkumavky a nasledné probéhla centrifugace po dobu 3 minut pfi

14 000 rpm. Po vlozeni kolonky do nové mikrozkumavky bylo do ni napipetovano 20 pl
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elu¢niho pufru. Mikrozkumavka byla ponechana 15 minut v klidu a nasledn¢ byla zcentri-
fugovana po dobu 2 minut pti 14 000 rpm. Kolonka byla vyhozena a v mikrozkumavce

byla jiz precisténa DNA.

Piiprava na sekvenaci

Pted odeslanim vzorkti DNA k sekvenaci bylo potfeba do nové mikrozkumavky k 8,5 pl
vzorku ptidat 1,5 pl roztoku primert (341F a 907R). Mikrozkumavky byly poté poslany na

externi pracovisté k sekvenaci.

Vlastni identifikace

Ziskané sekvence 16S rDNA byly porovnany s vysledky ulozenymi v databazi GenBank
pomoci programu BLAST. [20]

U identifikace bylo ptihlizeno k vysledkiim provedenych rastovych a biochemickych test.
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6 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY

6.1 Pomicky
V praktické ¢asti diplomové prace byly pouzivany bézné laboratorni pomiicky mikrobiolo-

gické laboratofte.

6.2 Pristroje
Analytické vahy KERN 770

Analyzator TOC 5000A — Shimadzu, Japonsko
Aparatura pro gelovou elektroforézu

Asepticky box BIO-II-A — TELSTAR, Spanélsko
Autoklav LaM-MCS — SANOclav, Némecko

Box Aura PCR, BIOAIR

Centrifuga JOUAN Mr 23i, Francie

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf AG, Némecko
Centrifuga Rotanta 460R — Hettich, Velka Britanie
Centrifuga Z100 M, Hermle, Némecko

Laboratorni tfepacky

Mikroskop Olympus CX41

Spektrofotometr SPEKOL 11, Carl Zeiss, Jena
Spektrofotometr TECAN INFINITE M200

UV transluminator Syngene

UV-VIS spektrometr UNICAM UV 500, Thermo Spectonic, UK
Vortex Genie 2 — MO BIO

Termocykler ESCO Aeris™ — DYNEX

Termostat blokovy Bio TDB-100 — Biotech
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

Byly sledovany rustové vlastnosti kultur jednak pro ziskani dat pottebnych k identifikaci,
tak pro ziskdni dat pro pfipadné vyuziti téchto kultur v ptirodnich podminkach (napf. rast

pii riznych teplotach, rychlost degradace apod.).

7.1.1 Stanoveni maximalni rustové koncentrace NMP

Byl sledovan rust kultur pii koncentracich NMP od 0 do 50 g/l podle postupu uvedeného
vySe. Kultivace kultur probihala 10 dnd. Vysledky vizualniho ode¢tu jsou uvedeny

v tabulce 12 a vysledky ze spektrofotometru jsou uvedeny v tabulkach 13 a 14.

Kultura S nebyla spektrofotometricky stanovena.

Tabulka 12 — Vysledky ruastu kultur pii koncentracich NMP od 0 — 50 g/l na konci pokusu

ziskané pti vizualnim odectu

¢ [o/] ] Kultury Kontrola
JF1 S MS1 | MS2 | J10 | J20 RO R4-P sterility
Al O - - - - - - — — -
B |05 + ++ + + ++ + ++ ++ -
C |10 + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ -
D |25 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
E |50 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
F | 10 + - ++ ++ + + + ++ -
G| 25 - — — ++ - - — - —
H | 50 - - - - - - — - —

Vysvétlivky: — negativni reakce (bez rtistu)
+ slab¢ pozitivni reakce
+ pozitivni reakce

++ siln€ pozitivni reakce
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Tabulka 13 — Vysledky ristu kultur JF1, MS1 a MS2 pti koncentracich NMP od 0 — 50 g/l

na konci pokusu ziskané ze spektrofotometrického méteni

1 \ 2 [3] 4 5 |6] 7 8 10 | 11 12
c [o/1]
JF1 MS1 MS2 Kontrola

A| 0 [0,069]0,083] [0,088[0,062| [0,061[0,083 0,033
B |05 |0,07[0078] [0177]0,172| [0,144[0,142 0,037
C|1,00,183[0,192| [0,306(0,303| [0,273|0,272 0,035
D |25 (0,087[0,087| [0,341/0,329| [0,545(0,523 0,036
E | 5,0 [0,085]/0,082] [0,361(0,304| [0,504[0,471 0,036
F | 10 [0,093[0,083| [0,329]0,313| [0,4590,460 0,038
G| 25 [0,062]0,066| [0,037| 0,04 0,320(0,316 0,048
H | 50 [0,039| 0,04 0,037/0,042| [0,042(0,045 0,043

Tabulka 14 — Vysledky ristu kultur J10, J20, RO a R4-P pii koncentracich NMP od 0 — 50

g/l na konci pokusu ziskané ze spektrofotometrického méfeni

¢ [g/] 1 2 3] 4 5 |6] 7 8 10 11 12
J10 J20 RO R4-P Kontrola

A | 0 [0,079|0,097 0,06 {0,067 0,079 | 0,08 0,137 0,138 0,04
B |0,5]0,256 0,217 0,256 |0,200 0,302 | 0,278 0,259 0,243 | 0,063
C [1,0/0,341|0,252 0,318 |0,254 0,355| 0,398 0,360| 0,367 | 0,038
D |2,5]0,381| 0,626 0,364 0,334 0,565 0,610 0,574 | 0,583 0,04
E |5,0(0,321|0,295 0,294 0,307 0,602 | 0,611 0,567 | 0,569 | 0,037
F | 10 (0,214 0,238 0,204 |0,203 0,182 | 0,164 0,463 | 0,390 0,04
G | 25 (0,063 0,057 0,057 |0,052 0,048 | 0,052 0,066 | 0,067 | 0,038
H | 50 | 0,044 | 0,042 0,042 0,042 0,044 | 0,048 0,043 | 0,048 | 0,037

Pfi porovnani téchto tfech tabulek lze vidét, Ze hodnoty ziskané jak pii vizualnim odectu,

tak pii spektrofotometrickém vyhodnoceni se shoduji. Schopnost ristu pii nejvyssi kon-

centraci prokazala kultura MS2, ktera byla schopna rist az do koncentrace NMP 25 g/1.
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7.1.2 Rustové vlastnosti kultur

Kultivace p¥i riiznych teplotach

Vsechny zkoumané kultury byly pomoci kiizového roztéru nao¢kovany na Petriho misky
S R2A agarem a kultivovany pfi teplotach 5, 10, 20, 25, 30, 37 a 45 °C. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 15 a ukazaly, pii jakych teplotach jsou jednotlivé kultury schopny rast.

Tabulka 15 — Kultivace kultur pfi riznych teplotach

Teplota < Kultury
JF1 S MS1 MS2 J10 J20 RO R4-P
5°C + - + + - + —
10 °C + - + + - + +
20 °C + + +
25°C ++ + ++ ++ + + ++
30 °C ++ + ++ ++ — - + ++
37°C — + — — - - — -
45 °C — — — — - — — -

Vysvétlivky: — negativni reakce (zadny nartst)
+ pozitivni reakce

++ pozitivni reakce (rychly rist, jiz za 24 hodin)

Riist kultur pri zvySenych koncentracich NaCl

Stejné jako v ptedchozim piipadé byly kultury naockovany na Petriho misky s R2A aga-
rem, avSak s pridavkem raznych koncentraci NaCl. Poté nasledovala kultivace a vizualni

odecet piipadného narastu kultur. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 — Narust kultur pii zvySenych koncentracich NaCl

e ] Kultury
JF1 S MS1 MS2 J10 J20 RO R4-P
0% ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
0,5 % ++ ++ ++ ++ - + + ++
3,0% ++ ++ ++ ++ - — - ++
6,5 % ++ — — + — _ _ _
10 % + - - - - - — —
15 % - - - - - - — —

Vysvétlivky: — zadny rist
+ slaby rlst
++ silny rist
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Riist kultur na gamma-aminomaselné kyseliné o koncentraci 0,5 g/l

V tomto pokusu byl po kultivaci sledovan piipadny zakal v pfipravenych zkumavkach
s kyselinou gamma-aminomaselnou, tedy zdali kultury byly schopné vyuzit tuto Kyselinu
jako substrat. Podle vizualniho odectu po tydenni kultivaci prob¢hla degradace gamma-
aminomaselné kyseliny u kultur MS1, MS2, J10, J20, RO a R4-P. U kultury JF1 a S
k rozkladu nedoslo, jelikoz jejich nizké hodnoty absorbance téméi odpovidaly hodnoté kont-
rolni zkumavky bez o¢kovani. Vysledky ze spektrofotometru jsou uvedeny v tabulce 17 a dalo

by se fict, Ze se shoduji s odectem vizudlnim.
Tabulka 17 — Naméfené hodnoty absorbanci

kultur rostoucich na GABA

Kultura Absorbance [1]
JF1 0,073
S 0,026
MS1 0,770
MS2 0,798
J10 0,914
J20 0,907
RO 1,076
R4-P 0,747
Kontrola 0,017

Riist kultur na N-acetyl-L-fenylalaninu o koncentraci 0,5 g/l

Stejné jako v predchozim piipadé, byl po kultivaci pozorovan zakal v ptipravenych zku-
mavkach s N-acetyl-L-fenylalaninem o koncentraci 0,5 g/l. Po celkové 10denni kultivaci

na tiepacce bylo zjisténo, ze zadna kultura neni schopna riistu na této latce.

Riast kultur na 1-octyl-2-pyrrolidonu o koncentraci 0,1 g/l

Byl pozorovan zakal po kultivaci jednotlivych kmeni ve zkumavkach s 1-octyl-2-
pyrrolidonem o koncentraci 0,1 g/l. Po 9 dnech kultivace na tfepacce nebyl zpozorovan

zakal u Zadné kultury, tzn., Ze Zadna kultura neni schopna rlistu na této latce.

7.1.3 Sledovani pohyblivosti degrada¢nich kultur

Tento pokus slouZzil ke zjisténi pohyblivosti degrada¢nich kultur. Byly pouzity dvé metody.

Prvni, u které doslo k mikroskopickému pozorovani s fazzovym kontrastem pii zvétSeni 400 X.
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A druh4, u které bylo pozorovano, zdali u kultur dochazelo (v piipadé zkumavek s agarem)

Kk rozbihavému ristu z provedeného vpichu. Vysledek této metody se zjistoval vizualné.
Vysledky pohyblivosti z mikroskopického pozorovani kultur jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18 — Mikroskopické pozorovani pohyblivosti kultur

Kultura Vysledek

JF1 Nepohybliva

S Nepohybliva
MS1 Pohybliva
MS2 Pohybliva
J10 Pohybliva
J20 Pohybliva
RO Pohybliva
R4-P Pohybliva

U vizualniho hodnoceni byl u kultury R4-P po 3 dnech kultivace pozorovan jak rust pii
povrchu agaru, tak i rozbihavy rtst z provedeného vpichu do okolniho média. Tato zména
nastala po celkem 9 dnech i u dalsich kultur, kterymi byly kultury MS1, MS2, J10, J20
a RO. Tyto vysledky tedy znaily, Ze jde o kultury pohyblivé. Jako nepohyblivé kultury
byly zjistény kultury JF1 a S, jelikoZ u nich nenastala z4dn4 zména z provedeného vpichu.
Ob¢ metody ukazaly shodné vysledky, u Zadné kultury nebyly zjistény odlisné vysledky.
Fotodokumentace piikladu hodnoceni pohyblivé a nepohyblivé kultury je uvedena v ptilo-

ze |.

7.1.4 Degradace 300 mg/l NMP jednotlivymi kulturami

V téchto pokusech byla sledovana schopnost kultur rozkladat N-methyl-2-pyrrolidon
v pribéhu kultivace. Vlastni pokus sledovani probihal u kazdé kultury ve tfech kultivac-
nich lahvich, do kterych byl pfidan sterilni 10% roztok NMP do koncentrace 300 mg/I.
Degradace NMP byla sledovana pomoci méfeni zakalu jednotlivych suspenzi na spektrofo-
tometru pfi 600 nm, dale stanovovanim koncentrace rozpuSténého organického uhliku
(DOC) pomoci automatického analyzatoru (po odstranéni buné€k) a také vizualné. Ziskané
hodnoty DOC a grafy degradaci a absorbanci jednotlivych kultur jsou uvedeny

Vv nasledujicich tabulkach a grafech.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Kultura JF1

Tabulka 19 — Hodnoty DOC ve vsech ttech lahvich kultury JF1

3 DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1, 209,19 205,68 204,33
3. 177,30 183,63 199,41
3 198,06 205,65 194,88
8. 95,82 36,48 97,02
17. 43,08 39,63 18,33
22. 22,80 31,89 18,78
24, 21,24 26,40 26.70
3l 25,84 30,15 19,51

Tabulka 20 — Hodnoty absorbanci ve v§ech lahvich kultury JF1

. Absorbance [1]
Cas [den] 1 ev1 Lahev 2 Lahev 3
1. 0,012 0,014 0,023
3. 0,053 0,087 0,059
5. 0,098 0,586 0,163
8. 0,333 0,466 0,263
17. 0,405 0,359 0,298
22. 0,340 0,370 0,230
24. 0,293 0,233 0,192
31. 0,268 0,194 0,161
250 0,600
Degradace NMP
200 - I\I/ ) — Absorbance 1 0,500
- 41 0,400
— 150 1 41\
Eo | 1 0300 »
O 100 - T 1 =
g 1 0,200
>0 1 \\ { 0,100
T _ T
T = 1
0 . — . . . . 0,000
1 3 5 8. 17 22 24, 31.
t[den]

Obrazek 6 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou JF1

Z obrazku 6 Ize vidét, ze kultura JF1 byla schopna pievaznou ¢ast vneseného NMP rozlozit

za 21 dnt, pficemz lagova faze trvala ctyti dny.
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Vizualné bylo zjisténo, Ze ve vSech tiech ldhvich této kultury se zacal tvofit jiz tfeti den od
naockovani zakal s viditelnymi malymi svétlymi vlockami, ale po dikladném rozmichani
se vlocky rozpadly a doslo k vytvofeni jemné suspenze. Dalsi dny se tvofil zakal vétsi,
S vyrazné veét§im poctem vlocek a béhem 8. az 17. dne doslo k uplnému vyvlockovani. To
lze vidét 1 z obrazku 6 (kiivky absorbance), kdy béhem téchto dnti dochéazelo ke snizovani

hodnot absorbance. Kone¢na hodnota DOC se pohybovala v rozmezi od 20 — 30 mg/I.

Kultura S

Tabulka 21 — Hodnoty DOC ve viech lahvich kultury S

3 DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 205,26 197,34 193,05
3. 195,12 207,93 211,14
5. 175,08 184,77 157.89
8. 162,15 160,41 152,70
17, 20,64 65,55 55,92
22. 22,47 24.75 27.30
24, 29,09 35,19 18,21
3l 29,71 24,54 27,46

Tabulka 22 — Hodnoty absorbanci ve viech lahvich kultury S

. Absorbance [1]

Cas [den] 1 hev 1 Léhev 2 Léhev 3
1, 0,015 0,011 0,023
3. 0,032 0,039 0,033
5, 0,033 0,030 0,045
8. 0,133 0,166 0,156
17. 0,252 0,256 0,289
22. 0,256 0,260 0,290
24, 0,185 0,211 0,273
3l 0,150 0,209 0,237
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250 0,400
Degradace NMP
- 0,350
200 —— Absorbance
- 0,300
= 150 - - 0,250
S~
od
£ - 0,200 3
o] =
Q 100 - - 0,150
- 0,100
50 -+
- 0,050
0 T T T T T T T 0,000
1 3 5 8 17 22. 24 31
t[den]

Obrazek 7 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou S

Z obrazku 7 lze vidét, ze proces degradace kulturou S probihal obdobné jako kulturou

JF1. Rozklad NMP probéhl za 21 dni, ale lagova faze trvala pouze dva dny.

Z vizualniho hlediska byly tyto tii ldhve naotkované kulturou S téméf stejné jako
s kulturou JF1. Ve vSech tfech lahvich se zacal tvofit po tfech dnech od naockovani za-
kal, avSak s viditelnymi zlutymi vloCkami a po rozmichani dochazelo u vlocek
k rozpadu. Zména nastala po 16. dnech od naockovani, kdy byly v lahvich ptitomné vel-
ké shluky zlutych vloéek a po rozmichani dochazelo k jejich rozpadu a poté vzniku ma-
Iych vloéek. Tato zména $la poznat i pfi méfeni zakalu na spektrofotometru, kdy v kyve-
tach byla vidét pritomnost sedimentujicich vlocek, ¢imz dochézelo ke snizovani hodnot

absorbanci. Na konci pokusu se hodnota DOC pohybovala okolo 25 mg/I.

Kultura MS1

Tabulka 23 — Hodnoty DOC ve vsech lahvich kultury MS1

v DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 24012 245 43 246,00
2. 138,99 16341 174.60
3. 7131 7548 68.94
6. 64.98 64.38 65.97
7. 61,62 61,89 64.44
9. 64,32 65.73 64,68
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Tabulka 24 — Hodnoty absorbanci ve vsech lahvich kultury MS1

v Absorbance [1]
Cas [den] 1 hev1 Lahev 2 Lahev 3
1. 0,000 0,000 0,000
2. 0,229 0,190 0,170
3. 0,212 0,180 0,194
6. 0,179 0,149 0,140
7. 0,155 0,140 0,127
9. 0,127 0,109 0,102
300 0,250
—— Degradace NMP
250 A —— Absorbance L 0200
200
g - 0,150
E 150 1 ;
(@} —_—
Q - 0,100
100 -
50 | - 0,050
0 . . . . . 0,000
1 2 3. 6. 7 9
t[den]

Obrazek 8 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou MS1

Podle obrazku 8 lze fici, ze kultura MS1 patfila mezi rychle degradujici kultury, jelikoz
byla schopna rozlozit NMP za velice kratkou dobu, a to béhem péti dni, pficemz vétSina

substratu byla rozlozena béhem dvou dnt.

Sledovanim vSech 14hvi bylo zpozorovano, Ze po jiz jednom dni od naockovani se zacal
tvofit zakal s malymi vlockami, avSak po rozmichani doSlo k rozpadu téchto vlocek. Po
dal$im dni dochazelo k vytvofeni vétsich shluka vlocek a také dochazelo k jejich rozpadu.
Tento fakt lze také vidét na obrazku 8 z kiivky absorbance, kdy nejvétsi hodnoty absor-
bance byly pravé béhem 2. a 3. dne. Dalsi dny se hodnoty snizovaly, jelikoz doslo
Kk uplnému vyvlo¢kovani. Kone¢na hodnota DOC byla kolem 65 mg/l, z ¢ehoZ nelze vyvo-
dit, ze doslo k uplnému rozkladu NMP. Bylo by proto u¢elné pomoci piimého stanoveni
NMP toto zjistit, pfipadné zjistit zdali tato hodnota je dana produkci pfirozenych metaboli-

td této kultury.
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Kultura MS2

Tabulka 25 — Hodnoty DOC ve vsech 1ahvich kultury MS2

3 DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 24426 249 87 249 84
2. 44.25 51,21 61,14
3. 3753 49.14 40,11
6. 37,98 46,95 46,92
7. 41.79 41.16 42,06
9. 37,50 40,65 41,01

Tabulka 26 — Hodnoty absorbanci ve v§ech lahvich kultury MS2

. Absorbance [1]
Cas [den] = ev1 Lahev 2 Lahev 3
1. 0,000 0,001 0,002
2. 0,297 0,270 0,255
3. 0,228 0,236 0,234
6. 0,179 0,186 0,176
7. 0,175 0,174 0,184
9. 0,155 0,155 0,160
300 0,350
Degradace NMP
250 A - Absorbance r 0300
L 0,250
200 -
§° L 0,200
E 150 z
o] L 0,150 =
(a]
100 A
L 0,100
50 1 L 0,050
0 0,000
1 2 3. 6. 7 9
t[den]

Obrazek 9 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou MS2

Z obrazku 9 lze vidét, Ze 1 kultura MS2 patfila mezi rychle degradujici kultury, jelikoZ byla

schopna rozlozit NMP za kratkou dobu, a to béhem jednoho az dvou dnd.
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Vizualné bylo zpozorovano, ze ve vSech lahvich doslo ke vzniku zakalu se zlutymi viditel-
nymi carovitymi vloc¢kami jiz po jednom dni od naockovani. Po rozmichani nedochézelo
K jejich tplnému rozpadu, avsak k rozpadu na mensi vlocky. Tim doslo k vyvlo¢kovani,
a tim padem ke snizovani hodnot absorbance (viz obrazek 9, kiivka absorbance). Hodnota

DOC na konci pokusu byla okolo 40 mg/I.

Kultura J10

Tabulka 27 — Hodnoty DOC v 1. a 2. 1ahvi kultury J10

* DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2
1. 238,68 239,58
3. 23565 235,02
5. 234.15 226,98
9. 104,31 104,04
10. 95,91 118,77
11, 94,92 56,01
12, 28,25 29,70
15. 32,04 22,52
16. 9,92 8,92
17. 14,16 10,03
18. 9,39 20,51
22. 12,16 13,68

Tabulka 28 — Hodnoty absorbanci v 1. a 2. lahvi kultury J10

v Absorbance [1]
Cas [den] Lahev 1 Lahev 2
1. 0,028 0,025
3. 0,037 0,064
5. 0,050 0,055
9. 0,376 0,368
10. 0,452 0,445
11. 0,526 0,526
12. 0,599 0,590
15. 0,513 0,505
16. 0,506 0,493
17. 0,444 0,451
18. 0,429 0,436
22. 0,418 0,431
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300 0,700
Degradace NMP
- 0,600
250 ~ —— Absorbance
- 0,500
200 H
< - 0,400
[-T]
£ 150 A >
| L
8 0,300 =
a
100 A
- 0,200
50 - - 0,100
0 T T T T T T T T T T T 0,000
1. 3. 5. 9. 10. 11. 12. 15. 16. 17. 18. 22.
t[den]

Obrazek 10 — Graf degradace 300 mg/l NMP 1. a 2. 1ahvi kulturou J10

Podle obrazku 10 lze kulturu J10 oznacit za jednu z pomalu degradujicich kultur, jelikoZz
rozklad NMP probihal pomérné dlouhou dobu, a to zhruba 15 dni. Vysledky byly zazna-

menany jen u dvou lahvi, z diivodu kontaminace tteti ldhve.

Z pocatku, po naockovani lahvi, byl pozorovan pouhy zakal bez vloc¢ek. Avsak po osmém
dni doslo k tvorbé zlutych vlocek a soucasné doslo i k naruistu absorbance. Lze také kon-
statovat, ze kultura J10 prokazala nejvyssi miru odstranéni DOC, jelikoz jeji kone¢na hod-

nota se pohybovala kolem 9 az 13 mg/I.

Kultura J20

Tabulka 29 — Hodnoty DOC v 1. a 2. 1ahvi kultury J20

x DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2
1. 241,44 255 57
3. 239,43 243 39
5. 216,90 224 61
9. 211,89 127,08
10. 202,47 126,66
11, 215,31 112,77
12. 176,64 3546
15. 138,36 2748
16. 73,89 13,23
17. 73,77 11,20
18. 66,51 6,92
22. 66,27 8,49
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Tabulka 30 — Hodnoty absorbanci v 1. a 2. 1dhvi kultury J20

v Absorbance [1]
Cas [den] Lahev 1 Lihev 2
1. 0,028 0,028
3. 0,037 0,032
5. 0,071 0,049
9. 0,306 0,304
10. 0,365 0,365
11. 0,438 0,444
12. 0,516 0,520
15. 0,507 0,472
16. 0,462 0,459
17. 0,430 0,420
18. 0,416 0,401
22, 0,390 0,380
300 0,700
Degradace NMP
250 1 - —— Absorbance 0600

- - 0,500
200 -
- - 0,400

% 150 4 N
£ - 0300
S 100 -
a \ T T - - F 0,200
50 -
L 0,100
O T T T T T T T T T T T - OOOO
1. 3. 5. 9 10. 11. 12. 15. 16. 17. 18. 22
-50 -0,100

t[den]

Obrazek 11 — Graf degradace 300 mg/l NMP 1. a 2. 1ahvi kulturou J20

Stejné jako kulturu J10, Ize i kulturu J20 zafadit do skupiny pomalu degradujicich kultur,
jelikoz doslo k rozkladu NMP az za 15 dni. I u této kultury byly vysledky zaznamenany

jen u dvou lahvi, z divodu kontaminace lahve teti.

Vizualng€ byl na zac¢atku pokusu zpozorovan pouze zékal bez vlocek. Po osmém dni v§ak doslo
k vytvoteni zlutych vlo¢ek a také ke zvyseni hodnot absorbance. U pokusu s touto kulturou byl

zjistén nejvyznamnéjsi rozdil mezi prib&hem degradace v paralelnich vzorcich.
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Kultura RO
Tabulka 31 — Hodnoty DOC ve vsech lahvich kultury RO

3 DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 221,88 219,39 226,95
2. 219,48 224,55 220,59
3. 212,82 215,31 215,67
6. 9,18 15,39 12,81
7. 18,99 20,27 12,36

Tabulka 32 — Hodnoty absorbanci ve vSech lahvich kultury RO

v Absorbance [1]
Cas [den] 1 hev1 Léhev 2 Lahev 3
1. 0,000 0,000 0,000
2. 0,000 0,000 0,000
3. 0,000 0,000 0,005
6. 0,455 0,443 0,454
7. 0,408 0,405 0,415
250 0,600
Degradace NMP
200 4 - Absorbance L 0,500
- 0,400
= 150 -
-1
£ - 0300 >
3 100 A =
a - 0,200
>0 1 - 0,100
0 . . . 0,000
1. 2. 3. 6. 7.
t[den]

Obrazek 12 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou RO

Dalsi rychle degradujici kulturou byla kultura RO, jelikoZ byla schopna rozlozit NMP za 5 dni.
Z vizuélniho hlediska zpocatku pokusu az po tfeti den od naockovani nebyl pozorovéan ve
vSech lahvich vyrazny zakal. Tento fakt 1ze vidét i v tabulce 32, kdy absorbance byla nulo-
va. AvSak mezi druhym a patym dnem doslo jak k ubytku substratu, tak i k vytvofeni vy-
razného bilého zakalu, coz prokazalo i méfeni absorbance. Na konci pokusu byla zjisténa
DOC mezi 9 az 15 mg/l. Podle tohoto zjisténi, lze fici, ze kultura RO byla schopna NMP
rozlozit prakticky tplné.
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Kultura R4-P
Tabulka 33 — Hodnoty DOC ve vsech lahvich kultury R4-P

3 DOC [mg/l]

Cas [den] Lahev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 223,17 223,41 226,02
2. 207,72 223,14 225,48
3. 195,69 198,75 207,00
6. 9,00 9,51 14,49
7. 9,99 11,61 13,74

Tabulka 34 — Hodnoty absorbanci ve vSech lahvich kultury R4-P

v Absorbance [1]
Cas [den] 1 hev 1 Lahev 2 Lahev 3
1. 0,003 0,000 0,000
2. 0,004 0,000 0,000
3. 0,027 0,029 0,030
6. 0,265 0,285 0,282
7. 0,263 0,265 0,275
250 0,400
Degradace NMP
—— Absorbance - 0,350
200 -
- 0,300
— 150 - - 0,250
E” - 0,200 >
§ 100 - L 0,150
- 0,100
50 -+
- 0,050
0 T T T 0,000
1. 2. 3. 6. 7.
t[den]

Obrazek 13 — Graf degradace 300 mg/l NMP kulturou R4-P

Posledni rychle degradujici kulturou byla kultura R4-P. Kultura byla schopna rozkladat
NMP velmi dobie a za kratkou dobu.

Jiz po jednom dni od naoc¢kovani doslo k vytvareni zakalu s velkymi zlutymi vlo¢kami, které

se po rozmichani rozpadly na malé. V tomto obdobi zacala také rist absorbance a probihala

hlavni faze degradace. Kone¢na primérna hodnota DOC byla 11 mg/l, coz znamena, ze Stej-

né jako kultura RO, tak kultura R4-P byla schopna rozlozit NMP prakticky upIné.
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7.1.5 Vlastnosti a orientaéni identifikace kultur J10, J20, R4-P a RO

NEFERMtest 24

Jelikoz bylo zjisténo, ze kultury J10, J20, R4-P a RO jsou gramnegativni nefermentujici
bakterie, bylo mozné s nimi provést NEFERMtest 24. Vysledky testd vSech kultur jsou
uvedeny v tabulkach 35, 36, 37 a 38.

Pomoci programu TNW se bohuzel nepodatilo u zadné kultury uré¢it konkrétni druh ¢i rod
bakterii. Kultury tedy nebyly béznymi testy identifikovany. Pro jejich identifikaci byly

pozdéji pouzity molekularné biologické metody.

Tabulka 35 — NEFERMtest 24 pro kulturu J10

H G F E D A
U A O L A b N S
1 R R R Y A G A C
E G N S M L G I
L M T X A A b M
2| A A R Y R G G A
C N E L A A A L
G M C S | G P E
3| A L E U N G H S
L T L C O T S L
Tabulka 36 — NEFERMtest 24 pro kulturu J20
H G F E D C B A
U A O L A b N S
1 R R R Y A G A C
E G N S M L G I
L M T X A A b M
2| A A R Y | - R G G A
C N E L A A A L
G M C S | G P E
3| A L E U N G H S
L T L C O T S L
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Tabulka 37 — NEFERMtest 24 pro kulturu RO

Tabulka 38 — NEFERMtest 24 pro kulturu R4-P

A |+|C |+

+




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Oxida¢né-fermentacni test

Na klicky byly postupné naneseny kultury, vypéstované na R2A agaru, oznaceny jako J10,
J20, R4-P a RO. Poté byly klickami provedeny vpichy do celého objemu zkumavek
s médiem. Po 7 dnech kultivace bylo zjisténo, ze u zadné z kultur nedoslo k zabarveni mé-
dia do zluta v celém sloupci. Jedna se tedy o bakterie nefermentujici. U kultur J10, J20
a RO avsak doslo ke zmodrani povrchu média, tzn., Ze doSlo k mirné alkalizaci média,
pravdépodobné uvolnénim amoniaku. Kultura R4-P byla mirné zlutd na povrchu média,

tzn., ze vyuziva glukozu aerobné, ostatni kultury ji nevyuzivaji viibec.

Test na katalasu a cytochromoxidasu
Test na katalasu kultur J10, J20, R4-P a RO byl slabé pozitivni, tzn., ze po chvili doslo
k vytvofeni bublinek kysliku. Kultury tedy rozkladaji 3% peroxid vodiku.

Pfi testu na cytochromoxidasu nedoslo u zadné z kultur ke zmodrani papirku. Vysledek byl

tedy negativni.

KOH test

U kultury S byl proveden KOH test pro ovéfeni grampozitivity dané kultury a bylo zji§téno,
ze ucinkem 3% KOH nedochazi k rozpousténi bun¢k a tim ani k uvoliiovani vlakna DNA.
Kulturu tedy bylo nutno povazovat za grampozitivni. Timto byl opraven vysledek zjistény

Vv prub¢hu bakalarské prace [11], ve které byla kultura povaZzovana za gramnegativni.

7.1.6 Identifikace kultur pomoci PCR

Identifikace kultur byla provadéna pomoci polymerasové fetézové reakce (PCR) s nasled-

nou sekvenaci tsekt genu pro 16S rRNA.

Nejdtive bylo potieba isolovat DNA z bakterii jak grampozitivnich, tak gramnegativnich.
DNA byla zachycena na membrané v kolonce, ktera byla dale promyta a eluovdna z mem-
brany. Poté byla DNA piipravena pro PCR podle postupu uvedeného v kapitole 5.3.10. Po
zmnozeni ur¢ité ¢asti DNA probéhla kontrola PCR pomoci gelové elektroforézy na agaro-
sovém gelu s pfidavkem ethidium bromidu. Na obrazku 14 Ize vidét prouzky isolované a
amplifikované DNA bakterii. V jamce ¢islo 1 byl nadavkovan srovnavaci standard (tzv.
marker), ktery slouZil pro odhad velikosti fragmenti DNA. DNA z jednotlivych bakterii se

nachazely v jamkach od ¢isel 2 do 9. Jamka cislo 10 slouzila jako negativni kontrola.
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203048 5 5607809 10

!._1 . = GNP WY W = D o - -

Obrazek 14 — Kontrola provedené PCR — prvni pokus, po separaci
v agarosovém gelu (2 - kultura JF1, 3 - kultura JF1 nefedéna, 4 - kul-
tura S, 5 - kultura MS1, 6 - kultura J10, 7 - kultura RO, 8 - kultura
MS2, 9 - kultura J20)

Z obrazku 14 Ize vidét, ze u kultur S a J20 nedoslo k vytvoieni oéekavaného prouzku, pro-
to byl cely postup isolace a purifikace jejich DNA i PCR opakovan, s ptiznivym vysled-
kem, dokumentovanym na obrazku 15. U ostatnich kultur byl uspé&s$ny jiz prvni pokus.

Predpokladana délka amplifikované DNA byla kolem 500 bp.

Obrazek 15 — Kontrola provedené PCR — druhy pokus, po separaci v agarosovém gelu

(1 - marker, 2 - kultura S, 3 - kultura J20, 4 - negativni kontrola)

Ziskané amplifikované Gseky 16S rDNA byly zaslany formou zakézky na externi pracovisté
k sekvenaci. Ziskané sekvence po vyhodnoceni jsou uvedeny v pfiloze II. Vlastni identifika-

ce byla provedena pouzitim programu BLAST. Vysledky jsou shrnuty v ndsledném Zaveéru.
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7.1.7 Shrnuti vlastnosti jednotlivych kultur

Jednotlivé kultury se od sebe liSily riznymi vlastnostmi, proto tyto rozmanité vlastnosti,

které byly ziskany, jak ve tfech bakalarskych pracich a této diplomové praci, byly shrnuty

v tabulkach 39 a 40.

Tabulka 39 — Ziskané vlastnosti kultur JF1, S, MS1 a MS2

Kultura
Vlastnosti kultur —
JF1 S MS1 MS2
Riist béhem 2 dni ANO NE ANO ANO
Rychla degradace NE NE ANO ANO
Maximalni ristova
koncentrace NMP 10 5 10 25
[9/1]
Teplotni rozmezi
X 5-30 20 - 37 5-30 5-30
ristu [°C]
Rust pii koncentra-
cich NaCl [%6] 0-10 0-3 0-3 0-6,5
Riist na GABA NE NE ANO ANO
Riist na NAP NE NE NE NE
Rist na 1_-octy|-2- NE NE NE NE
pyrrolidonu
Pohyblivost NE NE ANO ANO
Gramovo barveni G" ty¢ky G" koky G tycky G tycky
OX|dasn?— Nefermentujici | Nefermentujici | Nefermentujici | Nefermentujici
fermentacni test
Test na katalasu Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Testna (_:ytochro— Negativni Slabé pozitivni Pozitivni Pozitivni
moxidasu
KOH test Nehydrolyzuje

GABA ... Gamma-aminomaselna kyselina

NAP ...... N-acetyl-L-fenylalanin
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Tabulka 40 — Ziskané vlastnosti kultur J10, J20, RO a R4-P

Kultura
Vlastnosti kultur
J10 J20 RO R4-P
Riist béhem 2 dni NE NE ANO ANO
Rychla degradace NE NE ANO ANO
Maximalni riastova
koncentrace NMP 10 10 10 10
[9/1]
Teplotni rozmezi
X 20 - 25 5-25 10-30 5-30
ristu [°C]
Riist pri koncentra-
cich NaCl [%6] 0 0-0,5 0-0,5 0-3
Riist na GABA ANO ANO ANO ANO
Riist na NAP NE NE NE NE
Rist na 1_—0Cty|-2- NE NE NE NE
pyrrolidonu
Pohyblivost ANO ANO ANO ANO
Gramovo barveni G tycky G tycky G tycky G tycky
Oxidacné- Nefermentujici | Nefermentujici | Nefermentujici | Nefermentujici

fermentacni test

Test na katalasu

Slab¢ pozitivni

Slab¢ pozitivni

Slab¢ pozitivni

Slab¢ pozitivni

Test na cytochro-
moxidasu

Negativni

Negativni

Negativni

Negativni

KOH test

GABA ... Gamma-aminomaselna kyselina

NAP ...... N-acetyl-L-fenylalanin
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ZAVER
Diplomova prace se zabyvala jednak identifikaci kultur isolovanych z pfedchazejicich ba-

kalafskych praci a jednak byly kultury zkoumany z pohledu jejich biochemickych, risto-

vych a degradacnich vlastnosti.

U vsech kultur byla prokazana schopnost vyuzivat N-methyl-2-pyrrolidon jako jediny
zdroj uhliku a energie. VSechny kultury byly schopné tuto latku rozkladat, jelikoZ spotie-
bovaly vyznamnou miru tohoto organického substratu (od 74,3 % do 96 % DOC), piicemz

nejvyznamngj$i mira spotiebovani DOC byla zjisténa u kultur J10, RO a R4-P.

Jednotlivé kultury se ve svych vlastnostech pomérné vyrazné liSily. Nékteré byly schopny
nartst na pevnych zivnych médiich béhem 2 dni (MS1, MS2, RO a R4-P), zatimco jiné
vyzadovaly delsi kultivaci, obzvlasté kultura S, u které bylo nutno provadét kultivaci mi-
nimalné po dobu 5 az 8 dnl. Vétsinou prokazaly rychle rostouci kultury i rychlejsi degradaci
NMP v tekutém prostredi, nebot’ byly schopny dosahnout podstatného snizeni DOC béhem
jednoho az péti dntl, zatimco u pomaleji rostoucich kultur vyzadovala degradace 15 az 21
dnti. Kultura MS2 byla schopna rtist pfi nejvyssi koncentraci NMP 25 g/l, vétSina dalSich
kultur rostla jen do koncentrace 10 g/I; pouze kultura S byla schopna rast jen do koncentrace

5 g/l. Jednotlivé vlastnosti jsou shrnuty v piechledovych tabulkach na stranach 54 a 55.

Dalsi vysledky ukazaly, ze kultury byly taxonomicky rovnéz velmi rozmanité. Pomoci
programu BLAST po sekvenaci 16S rDNA se podaftilo identifikovat kultury na urovni rod

i jednoho druhu a to takto:

— Kaultura JF1 prokazala 99% shodu se Sesti druhy rodu Rhodococcus (R. cercidiphylli, R.
cerastrii, R. fascians, R. kyotonensis, R. erythropolis a R. yunnanensis)

— Kaultura S se shodovala na 97 % s druhy Patulibacter ginsengiterrae, P. minatonensis a
P. americanus

— Kaultura MS1 patii do druhu Pseudomonas migulae, a to se 100% shodou

— Kultura MS2 se shodovala na 99 % s druhy Pseudomonas putida, P. oryzihabitans, P.
plecoglossicida a P. flavescens

— Kaultura J10 vykazala 99% shodu s druhy Mesorhizobium ciceri, M. loti, M. gingshengii
a M. australicum

— Kultura J20 vykazala 100% shodu s druhy Mesorhizobium ciceri, M. loti a M. gingshengii


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_762218836
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_762218836
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— Kultura RO se shodovala na 99 % s druhy Mesorhizobium amorphae, M. plurifarium,
M. septentrionale a M. silamurunense

— U kultury R4-P byla zjisténa 96% shoda s rody Rhizobium a Agrobacterium

Pro rozhodnuti definitivni druhové piislusnosti byly kultury zaslany na externi pracovisté
(Ceska sbirka mikroorganismi v Brng) na identifikaci systémem Biolog a dale je predpo-

kladana identifikace metodou stanoveni profilu mastnych kyselin.

Prace provedené v ramci této DP zjistily vlastnosti bakterii vyskytujici se v povrchovych
vodach, s degrada¢nimi ucinky viici NMP, a potvrdily tak vysledky ziskané ve vSech pied-
chazejicich pracich na UIOZP. Prace ukazala rodovou piislugnost téchto kultur, které jsou

v povrchovych vodach schopny zabezpecit rozklad této vyznamné primyslové slouceniny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2-HMSI
5-HNMP
BcP

bp

C

DNA
DOC

DP

ECso
EPA

=

G
GABBA
GABA/o-KG-AT
1Cs0
LCso

LDso

2-hydroxy-N-methylsukcinimid
5-hydroxy-N-methyl-2-pyrrolidon

Bakalarska prace

Pary bazi (base pair)

Cytosin

Deoxyribonukleova kyselina

Koncentrace rozpusténého organického uhliku
Diplomova prace

Utinna (efektivni) koncentrace

Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi USA
Forward primer (kodujici)

Guanin

Gamma-aminomaselna kyselina

Kyselina y-aminomaselné/a-ketoglutarat aminotransferasa
Koncentrace ptsobici 50% inhibici studovaného jevu
Koncentrace pisobici 50% umrtnost

Dévka pusobici 50% tmrtnost
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MM
MPA
MSI
NAP
NMP
OECD
PCR
PYR-DH
PYR-MO
R

RNA
mm
SSAL-DH
TYA

UIOZP

Mineralni médium

Masopeptonovy agar
N-methylsukcinimid
N-acetyl-L-phenylalanin
N-methyl-2-pyrrolidon

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
Polymerasova fetézova reakce
Pyrrolidin dehydrogenasa

Pyrrolidin monooxygenasa

Reverse primer

Ribonukleova kyselina

Otacky za minutu (round per minute)
Sukcinat semialdehyd dehydrogenasa
Tryptone yeast extract agar

Ustav inZzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi
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SEZNAM PRILOH

Piiloha P |

Piiloha P 11

Vyhodnoceni pohyblivosti kultur

Ziskané sekvence studovanych kultur (primer 907R)



PRILOHA P I: VYHODNOCENI POHYBLIVOSTI KULTUR

Kultura JF1 bez rozbihavého charakteru (oba obrazky vlevo) a kultura RO

(oba obrazky vpravo) srozbihavym charakterem po provedeném vpichu

a kultivaci



PRILOHA P II: ZISKANE SEKVENCE STUDOVANYCH KULTUR
(PRIMER 907R)

Kultura JF1 (541 bp)

AGTCGTGTCTCGCAGGCGGGGCGCTTATGCGTTAGCTACGGCACAGATCCCGT
GGAAGGAACCCACACCTAGCGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGTTCCTCAGCGTCAGTTGTTTCCCAGAG
ACCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACAC
CAGGAATTCCAGTCTCCCCTGAAACACTCAAGTCTGCCCGTATCGCCTGCAAG
CCCGAAGTTGAGCCCCGGGTTTTCACAAACGACGCGACAAACCGCCTACGAAC
TCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTCACGCTTCG
TCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCCCTCACGCGGCLGTC
GCTGCATCAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGGCACCCCGTA
GGAAA

Kultura S (559 bp)

CAGGGCGTCTCGCAGGCGGGATACTTAATGCGTTAGCTTCGGCACGGAGGGAG
TTGACACCCCCCACACCTAGTATCCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGTCTCAGCGTCAGTAACGTTCCAGC
GAGCTGCCTTCGCCATAGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACA
CCAGGAATTCCACTCGCCCCTCCCGTACTCTAGCCGAGCAGTATCTGCCGCATC
CCAGGGTTGAGCCCTGGACTTTCACAGCAGACTTACTCAGCCGCCTACACGCG
CTTTACGCCCAATGATTCCGGACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGAAGGTACCGTCACTCCAATGAGCT
ATTAACCCGCGAAGCTTCGTCCCAACTGAAAGCGGTTTACAACCCTAAGGCCT
TCTTCCCGCACGCGGCGTTGCTGCATCACGCTTTCGCGCATTGTGCAAGATTCC
CCACTGCTGCACCCGTAGGGAG



Kultura MS1 (562 bp)

AAATGGCTCTACGAGGCGGTCACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTC
AAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT
GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACAC

AGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGTCAGTTTTGAATGCAGTT
CCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCG
CTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAGACAGCAACG
TATTAGGTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCT
TCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCC
CCACTGCTGGTCCCCGGTAGGGAGAA

Kultura MS2 (562 bp)

AGTGGGCTCTACGAGGCGGTCACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTC

AAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT

GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACAC

AGGAAATTCCACCACCCTCTACTGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTT
CCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCG
CTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGG
TATTCGCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCT

TCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCC
CCACTGCTGGTCCCCCGTAAGAGAGT



Kultura J10 (532 bp)

GAATTATCTGTATAGACGGAGAGCTTATGCGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTA
AACTTGCCGACGGCTAGCTCTCATAGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGAGCCAGTGA
GCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACT
CGGAATTCCACTCACCTCTCTCGGACTCGAGATTGCCAGTATTAAAGGCAGTTC
CAGGGTTGAGCCCTGGGATTTCACCCCTAACTTAACAATCCGCCTACGTGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTACGGTTACCGTCATTATCTTCACCGTT
GAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTCTCCCCCGTAGGAA

Kultura J20 (532 bp)

TATGCGTCTCGAGGCGGAGAGCTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTAA
ACTTGCCGACGGCTAGCTCTCATAGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGAGCCAGTGAG
CCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTC
GGAATTCCACTCACCTCTCTCGGACTCGAGATTGCCAGTATTAAAGGCAGTTCC
AGGGTTGAGCCCTGGGATTTCACCCCTAACTTAACAATCCGCCTACGTGCGCTT
TACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTACGGTTACCGTCATTATCTTCACCGTTG
AAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCA
GGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTAAATCCAGTAAGGAA



Kultura RO (532 bp)

AAATTATCTCTATCAGGCGGGAGCTTATGCGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTA
AACTTGCCAACGGCTAGCTTCCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACCAGTGAG
CCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTC
GGAATTCCACTCACCTCTTCCGGACTCGAGATACCCAGTATCAAAGGCAGTTC
CGGGGTTGAGCCCCGGGATTTCACCCCTGACTTAAGTATCCGCCTACGTGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTACGGTTACCGTCATTATCTTCACCGTT
GAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATC
AGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTCTTCCCCCGTAGGA

Kultura R4-P (520 bp)

AGGCGGATGTTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCGACGG
CTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCA
CTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTT
ACCTCTTCCATACTCAAGATACCCAGTATCAAAGGCAGTTCCAGAGTTGAGCT
CTGGGATTTCACCCCTGACTTAAATATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAATT
AGCCAGGGCTTCCTCTGCAGATACCGGCCTTAACCTCTCCAGGTAAACAACCTT
TCAAACCCTAGGGCGTTGGCCCTCCTACCGCATTGGCGGTTCCGCGTGGGGAC
CACTGGCCCAAAATTCACACTTGATGGAATTTGAGAGGA



